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2. Irodalmi áttekintés 
2.1 A plazma membrán lipid tutajok „raftok” jellemző tulajdonságai  
 Napjainkban az immunrendszer vizsgálatával kapcsolatos kutatások egyik kulcs 
szereplői a sejtek plazma membránjának kb. 40%-át alkotó lipid tutajok, az úgynevezett 
„raftok”. Ezen glikolipidben, szfingomielinben és koleszterinben gazdag membrán 
domének egy rendezett struktúrát képeznek a rendezetlen plazma membránban, ezzel 
egy stabil platformot biztosítva a sejtben zajló jelátviteli folyamatoknak. 
 A plazma membrán foszfolipid kettősrétegébe jóval több fehérje ágyazódik be, 
mint ahogyan régen gondolták, kb. 30.000 molekula/ m. A membrán domének 
szigeteket képeznek a lipid „tengerben”, életidejük dinamikusan változik, melyet a 
méretük, valamint az őket stabilizáló és destabilizáló faktorok befolyásolnak [1]. 
 A plazma membránban különböző méretű domének fordulhatnak elő. Homo-
FRET (Fluoreszcens Rezonancia Energia Transzfer) valamint hetero-FRET mérésekkel 
kimutatták, hogy a detergens rezisztens membrán molekulák nagymértékben 
előfordulnak monomer formában, tranziens nanoklasztereket (4-5 nm) alkotva, melyek 
csak rövid ideig stabilak. Fény és elektron mikroszkópos mérések alátámasztják olyan 
mikrométeres domének jelenlétét is, melyek nagyfokú stabilitással bírnak [2]. Nyugvó 
sejtekben nagyfokú dinamizmust mutató szubmikroszkópikus (50 nm átmérőjű) 
struktúrák, úgynevezett „elemi raftok” fordulnak elő, melyek több ezer lipidet, de csak 
kis mennyiségű fehérjét tartalmaznak. Ezzel szemben aktiváció hatására nagyobb, 
mikroszkópikus (100 nm-1 m átmérőjű) úgynevezett „klaszteresedett raftok” 
alakulnak ki, melyek stabilabbak és gyakran az aktin citoszkeletonhoz is kapcsoltak [3-
5]. Ahhoz, hogy a sejtek a lehető leggyorsabban tudjanak reagálni a szervezetet érő 
környezeti hatásokra, fontos hogy „a szükséges molekulák az adott időben, az adott 
helyen legyenek koncentráltan”, ehhez teremtenek megfelelő helyszínt a lipid raftok.  
Az elmúlt évek kutatásai során számos definíció született, mindegyik a raftok egy 
fontos tulajdonságát írja le: CEMs (cholesterol-enriched membranes); GEMs 
(glycosphingolipid-enriched membranes);DIGs (detergent-insoluble, glycosphingolipid-
enriched membranes); DRMs (detergent-resistant membranes) [6]. Mindegyik definíció 
helytálló, mégis a raftok komplexitását igazán jól leíró meghatározás a Keystone 
Symposium-on született 2006-ban, mely szerint : „A membrán raftok kis (10-200 nm), 
heterogén, nagyfokú dinamikusságot mutató, szterolokban és szfingolipidekben gazdag 
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membrán domének, melyek a celluláris folyamatokat kapcsolják össze.” A kisebb raftok 
stabilizálódhatnak fehérje-fehérje, valamint fehérje-lipid kölcsönhatások segítségével 
egy nagyobb platformot alkotva [7]. Attól még, hogy egy molekula a DRM frakcióban 
fordul elő a szukróz gradiens ultracentrifugálás után, nem mondható el róla teljes 
bizonyossággal, hogy raft asszociált, mivel a célmolekulák raft asszociáltsága változhat 
attól függően, hogy milyen módszerrel izoláljuk (pl. alacsony hőmérséklet kiterjesztheti 
a raftokat), valamint stimulációt követően is megváltozhat bizonyos fehérjék 
lokalizációja [8]. Továbbá a koleszterin moduláló anyagok a legtöbb esetben hatással 
vannak más funkciókra is, melyek a raftoktól függetlenek, így egy folyamat gátlása 
koleszterin modulátorokkal azt sejteti, hogy a folyamat koleszterin függő, de nem 
bizonyítja egyértelműen, hogy a raftokhoz kapcsolódik [9]. Ezeket a szempontokat nem 
szabad figyelmen kívül hagyni a raftok biológiai funkciójának értelmezése során. 
 A raftok elsőként leírt megjelenési formája a caveola, ami egy 50-100 nm 
átmérőjű membrán befűződés, az endocitózisban valamint a sejtek jelátvitelében játszik 
fontos szerepet. A raftok a jellemző lipid komponensek mellett zsírsavmódosított 
fehérjéket is tartalmaznak: pl. az immunsejtekben az extracelluláris oldalhoz 
glikozilfoszfatidil (GPI) horgonyzott proteinek (pl. CD48, CD58, CD59) valamint az 
intracelluláris lipid réteghez kétszeresen acilált vagy palmitoilált fehérjék kapcsolódnak, 
mint pl. az Src kináz enzimek többsége [10, 11]. A transzmembrán fehérjék túlnyomó 
többsége kizáródik a raftokból, de van néhány molekula mely kivételt képez pl. a LAT, 
CD4 és CD8 molekulák a T sejtekben [12]. Ezen kívül vannak olyan fehérjék, melyek 
konstitutívan nem raftokban lokalizálódnak, de aktiváció hatására raft asszociálttá 
válnak (pl. MIRRs: „Multichain Immune Recognition Receptors”, mint pl. a B sejt 
receptor, T sejt receptor komplex és az Fc RI receptor komplex). 
 Számos különböző funkciót tulajdonítanak a lipid raftoknak, mint pl. az 
endocitózis, jelátviteli folyamatok összekapcsolása, koleszterin szállítás, stb. Ez a 
funkcióbeli diverzitás a raftok összetételének sokféleségéből fakad [6]. A membrán 
lipid raftok emellett kulcsfontosságú „portáljai” egyes patogén vírusok, baktériumok, 
paraziták és prionok sejtbe történő bejutásának, azáltal, hogy a bejutáshoz szükséges 
receptorokat összegyűjtik, koncentrálják [13]. Ennek jó példája a HIV-1 vírus, mely 
burok glikoproteinjeivel, a gp120-gp41-gyel kapcsolódik a CD4+ T sejtek raft asszociált 
CD4 koreceptorához, valamint a CCR5 és CXCR4 kemokin receptorokhoz, ezzel 
előidézve a raftok klaszteresedését [14-16]. A koleszterin kivonása a membránból, 
valamint a szfingolipid bioszitézis blokkolása meggátolja a HIV-1 gazdasejtbe jutását. 
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Ezen kívül a raftoknak a vírus összeszerelődésében és bimbózásában is szerepe van. A 
vírus Gag protein, amely a vírus összeszerelődését szabályozza és a palmitoilált Env 
protein raft-szerű doménekben lokalizálódnak [17]. A T sejt raft markerek, de a raftból 
kizárt molekulák (pl. CD45) nem, egyesülnek az újonnan létrejövő vírus partikulummal, 
tehát azt mondhatjuk, hogy a vírus bimbózásában is szerepet játszanak a lipid tutajok 
[18]. Az Escherichia coli baktérium a raftokban lokalizálódó CD48 receptorhoz képes 
kötődni a FimH adhéziós molekula segítségével és egy lipid rafokat tartalmazó 
vakuólumon keresztül jut be a gazdasejtbe [19]. 
 A lipid raftok a citoszkeleton hálózat egyes elemeit és az endocitózist szabályozó 
molekulákat is összetoborozzák. A PI(4,5)P2 , mely a citoszkeleton szabályozásában és 
membrán szállításban szerepet játszó PH-doménnel rendelkező molekulákat képes 
megkötni, szintén a lipid raftokban akkumulálódik [20]. Továbbá a Cbl és a Nedd4 
ubiquitin ligázok, melyek egyik elsődleges feladata a receptorok internalizálása 
ubiquitináció révén, szintén raftokba csoportosulva fejtik ki hatásukat [21]. A flotillin 
protein család tagjai, melyek főként az endoszómákban, lizoszómákban és 
fagoszómákban fordulnak elő, valamint az inzulin felvételében is szerepet játszanak, 
talán egy összekötő kapcsot jelentenek a raft asszociált jelátviteli folyamatok és raft-
közvetített szállítás között [22]. Mindezekből arra lehet következtetni, hogy a membrán 
lipid raftok változatos összetételűek és ezek a heterogén membrán mikrodomének 
sokféle sejtfunkciót képesek kontrollálni. 
2.2.  A raftok szerepe a T sejtek aktivációjában, fejlődésében valamint hatásuk az 
effektor funkciókra 
A raftok egyik legfontosabb feladata eddigi tudásunk szerint a sejtekben zajló 
aktivációs szignálok szabályozása, azáltal, hogy térben és időben szegregálják ill. 
asszociálják a jelátviteli molekulákat a plazma membránban. A nyugvó sejtekben az Src 
kinázok (LAT, Lck, Csk), valamint a sejtek aktiválódásához elengedhetetlen további 
jelátvivő molekulák a lipid raftokban koncentrálódnak, míg a negatív regulátor fehérjék, 
mint pl. a CD45 kizáródnak. A CD4 valamint CD8 receptorok konstitutívan raft 
asszociáltak. A monomer TCR receptorok nyugvó sejtekben csak átmenetileg 
asszociálódnak a raftokhoz, ezzel túlélő jelet biztosítva a sejtnek. Ligandumok kötődése 
a receptor oligomerizálódását indukálja, mely nagyobb affinitással rendelkezik a lipid 
raftokhoz, tartósan raft asszociált lesz, ezzel elősegítve az adaptor és egyéb jelátvivő 
molekulákat magábafoglaló „szignaloszóma” kialakulását, mely hozzájárul a 
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klaszteresedett raftok képződéséhez. Ez a folyamat a normális T sejt aktiváció mellett 
szerepet játszhat pl. az autoimmun betegségek során is a „folyamatosan” (kanonikusan) 
aktivált T és B limfociták jelátviteli folyamatainak szabályozásában.  
A szignál kaszkád sikeres indukálásához elengedhetetlen a receptor komplex 
kapcsolódása a citoszkeletonhoz, ami megakadályozza a receptorok eldiffundálását a 
lipid raftokból [12]. A szignál molekulák toborzása a monomer receptorokat kis 
affinitással kötő elemi raftok fúziójával is megvalósulhat, úgy mint pl. az Fc RI 
receptornál [23]. Az aktiváció során a T sejtek kapcsolódása az APC-hez a TCR, az 
adhéziós valamint a további jelátvivő molekulák átrendeződéséhez vezet, ezzel 
kialakítva a jellemző struktúrájú immunológiai szinapszist a T sejt és APC 
határfelületén. Irodalmi adatok szerint a klaszteresedett raftok szükségesek az 
immunszinapszis kialakulásához [24]. Az érett immunológiai szinapszis centrális 
részében a cSMAC-ban koncentrálódnak a TCR/CD3, CD4 és CD28 receptorok, míg az 
adhéziós molekulák a szinapszis peremére (pSMAC) vándorolnak és ott stabilizálják a 
két sejt közötti kapcsolatot. A cSMAC két fiziológiásan fontos szinapszisban viszont 
nem képződik: a timociták és a tímusz epitél sejtek, valamint a T sejt és dendritikus 
sejtek között. A cSMAC mellett más típusú struktúrák is képződhetnek, mint pl. az 
úgynevezett mikroklaszterek, melyek minden T sejt-APC szinapszisban megtalálhatóak. 
A kialakuló klaszterek receptorokat, kinázokat (Lck, ZAP-70) és adaptor fehérjéket 
(LAT, Slp-76) szállítanak a kialakuló kontakt zónába, ahol akkumulálódnak és 
létrehozzák a TCR-ben gazdag cSMAC-ot [25]. 
 A T sejtek aktiválódása során a TCR asszociálódik a raftokkal, melynek 
következtében a CD3  lánca foszforilálódik a ZAP70 által. A kialakuló szignaloszóma 
tartalmazza az adaptor protein SLP-76-ot és a PKC  kinázt, melyek szintén a raftokba 
toborzódnak az aktiváció során és további molekulákat foszforilálva elindítják a 
jelátviteli útvonalakat. A TCR kapcsolódása a citoszkeletonhoz biztosítja a kialakult 
szignaloszóma stabilitását. Irodalmi adatok alátámasztják a raftok fontos szerepét a T 
sejtek jelátvitelében. A koleszterin kivonása a plazma membránból metil- -
ciklodextrinnel, filippinnel vagy nystatinnal gátolja a T sejtek aktiválódását egy PLC 
függő útvonalon [26], valamint a szfingomielin deficiens egerek T sejtjeinek jelátvitele 
is gátolt [27]. Az aktiváció pozitív szabályozásában jelentős szereppel bírnak a 
kostimulátor molekulák (CD28, CTLA4). A CD28 receptoron keresztüli jelek 
csökkentik a TCR aktivációs küszöbét, így kevesebb antigén receptor stimulálása is 
elegendő az aktivációhoz. A naív, nyugvó T sejtekben csak kis mennyiségű GM1 
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gangliozid és Lck található a sejtek felszínén [28, 29]. A TCR keresztkötése megnöveli 
a (de novo) GM1 szintézist és az intracelluláris GM1 és Lck tartalmú membránok 
transzportját a sejtfelszínre. A CD28-on keresztüli jelek megnövelik a lipid 
koncentrációt a sejtfelszínen [29] és ezek immunológiai szinapszisba kerülését [30], 
feltehetően ezzel elősegítve a TCR raftokhoz való kapcsolódását. A CTLA-4, mely 
negatív hatással van a T sejt aktivációra, gátolja a CD28 indukált intracelluláris raft 
transzportot is a T sejtek felszínére. 
 Számos irodalmi adat támasztja alá a raftok heterogenitását a T sejtekben. A 
kemotaxis hatására bekövetkező T sejt polarizáció során a raftokban a 
glikoszfingolipidek (GM1, GM3) aszimmetrikus eloszlást mutatnak, ami azt sugallja, 
hogy a kemotaxisban szerepet játszó membrán komponensek különböző összetételben 
vannak jelen a raftokban. A raftok ezen heterogenitása fontos szerepet játszhat a T 
sejtek jelátvételi folyamatainak szabályozásában [31]. A lipid raftoknak továbbá 
esszenciális szerepe van az éretlen T sejtek pozitív szelekciójában is a tímuszban. 
Azokban a T sejtekben, melyek mutáns TCR  láncot expresszálnak, vagy nem képesek 
kifejezni a CD3  láncát, melyek ismerten raft asszociáltak, a pozitív szelekció nem 
megy végbe valamint az aktivált Lck, ZAP-70, foszforilált LAT és CD3  nem képes a 
raftokhoz asszociálódni [32, 33]. Az antigén receptor lipid raftokkal való 
asszociációjának mértéke változik a fejlődés és differenciálódás folyamán, feltehetően 
ezzel szabályozva az aktivációs jel kimenetelét. Az átrendeződött T sejt receptor, ami 
túlélő jeleket közvetít,  először a pre-T sejtek felszínén jelenik meg, mely konstitutívan 
raft asszociált, amit a palmitoilált lánc biztosít [34]. Ezzel szemben az éretlen T 
sejteknél a fejlődés azon stádiumában mikor a negatív szelekció zajlik, a TCR kizáródik 
a raftokból és nem lokalizálódik a raftokba stabilan a receptor keresztkötést követően 
[35]. Különbség mutatkozik a raftok összetételében és mennyiségében a Th1 és Th2 
szubpopuláció között is. A Th1 sejtek TCR-en keresztüli aktivációja nagymértékben 
függ azoktól a raftoktól, melyek CD4-et tartalmaznak és raft klaszteresedést 
eredményez a T sejt és APC határfelületén. Ezzel szemben a Th2 sejtek aktivációja csak 
kismértékű raft-függést mutat és a TCR valószínűleg nem toborzódik a raftokba [36]. A 
naív és effektor T sejtek plazmamembránjának lipid összetétele is jelentősen különböző 
[37]. Az effektor sejtek sokkal kisebb stimulusra is aktiválódnak, és kevésbé van 
szükségük kostimulációs szignálokra, mint a naív sejteknek. A naív sejtekben az Lck és 
GM1 nagy része az intracelluláris membránokban található, míg az effektor sejteknél 
ezek a molekulák a sejtfelszíni membrán raftokban lokalizálódnak a CD4 és CD8 
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koreceptorokkal együtt. Így a naív és effektor T sejtek feltehetően a plazma membrán 
raftok mennyiségével kontrollálják a TCR reakcióképességét [28]. Ahhoz, hogy a raftok 
molekuláris hátterét jobban megismerhessük, szükség lenne a membrán raftok lipid és 
protein összetételének részletes (proteomikai/lipidomikai) vizsgálatára a limfociták 
különböző fejlődési és érési stádiumaiban.   
 Mindezek alapján elmondható, hogy a raftok klaszteresedésének esszenciális 
szerepe van az aktiváció során a jelek erősítésében, ezért fontos kérdés, hogy mi váltja 
ki a klaszterek kialakulását. Kimutatták, hogy fiziológiás körülmények között az 
aktivált T sejtek szekretálnak agrint, ami egy neuronális aggregáló faktor, mely képes 
kiváltani a raftok klaszteresedését a T sejt jelátvivő molekulákkal együtt [38]. Az agrin 
indukált raft klaszteresedés növelte a TCR reaktivitását a peptid-MHC komplex-el 
szemben. Úgy gondolták, hogy ez egy receptor jelátvitelt segítő konzervált 
mechanizmus, amely mind az immun-, mind pedig az idegrendszerben működik. A 
Galektin-1 endogén T sejt lektin, mely képes a CD45 és CD43 receptorokhoz kötődni, 
elletétes hatást vált ki, gátolja a raftok klaszteresedését és TCR toborzását [39]. 
Ugyanakkor ezen molekula számos esetben érintett a sejthalál kiváltásában, tehát az 
aktiváció-sejthalál egyensúly szabályozásában mindenképpen érintett.   
 Az aktiváció során kialakuló immunszinapszisban az MHC-II glikoproteineknek 
fontos szerepe van a T sejt válasz beindításában. Az antigén felismerése majd az azt 
követő biokémiai folyamatok meghatározzák a naív és effektor T sejtek további sorsát, 
így szabályozva a T sejt homeosztázist. A sejtfelszíni MHC-II molekuláknak 
hozzávetőlegesen a fele konstitutívan a lipid raftokban található a professzionális 
antigénbemutató sejteken. Ez biztosítja a molekulák megfelelő lokális koncentrációját 
elősegítve ezzel a hatékony T sejt aktivációt. Az MHC-II molekulák raft 
asszociáltságának [40] főként abban az esetben van nagy jelentősége, mikor a peptid-
MHC-II komplex kis mennyiségben van jelen. Máig vitatott kérdés hogy válnak ezen 
molekulák raft asszociálttá és a sok különböző típusú peptid-MHC-II komplex milyen 
módon tud ugyanabban a raftban elhelyezkedni. Lehetséges, hogy az antigén 
feldolgozás, a peptid feltöltődés és MHC-II molekulák szállítása közben az újonnan 
létrejövő peptid-MHC-II komplexek képesek, ha csak átmenetileg is asszociálódni a 
lipid raftokkal, majd később másik MHC-II molekula csoportok újabb raftokkal 
asszociálódni és így tovább. Később ezen raftok ’felbomlanak és újraformálódnak’, az 
MHC-II molekulák pedig megtartják az eredeti raftokhoz való asszociációs 
képességüket [41]. A raft-MHC-II mikrodoméneken kívül léteznek más összetételű 
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mikrodomének is, ahol az MHC-II más egyéb molekulákkal van együtt jelen, mint 
például tetraspan fehérjékkel, vagy pl.a MHC-I/ 2-mikroglobulin könnyű láncot nem 
tartalmazó MHC-I fehérjékkel. Ezen mikrodomének különbözősége mindenképpen 
hatással van az antigén bemutatás hatékonyságára és szelektivitására [40]. 
 A fentiekben bemutatott számos példa alátámasztja, hogy a lipid raftok 
mennyiségének, összetételének dinamikus változása meghatározó a T sejtek hatékony 
működése szempontjából, mintegy finomszabályozzák az ezen sejtekben lezajló 
folyamatokat, akkor is, ha nem ezen sejtek membránjában fordulnak elő, hanem pl. az 
antigénbemutató sejtekben (APC). 
2.3.  A lipid tutajok szabályozó szerepe a T sejt homeosztázisban és a Th 
limfociták polarizációjában 
 A T limfociták az immunválasz fontos elemei, részt vesznek a vírussal vagy 
intracelluláris parazitákkal fertőzött sejtek antigénjeinek felismerésében, majd 
eliminálásában, az MHC-inkompatibilis szervek kilökődésében, azaz alapvető szerepet 
játszanak a saját és nem-saját struktúrák megkülönböztetésében. A T sejtek 
aktiválódásának, valamint más sejtekkel való együttműködésének feltételei és az általuk 
közvetített effektorfunkciók alapvetően befolyásolják az immunválasz mennyiségi és 
minőségi jellemzőit. Az érett T limfociták két alcsoportra, a CD4+ T helper és CD8+ 
citotoxikus T sejtekre oszthatók, melyek a CD4 és CD8 molekulák kizárólagos 
megjelenése miatt fenotípusuk alapján is elkülöníthetők. A két fő funkcionális altípus 
mellett újabban számos más, jellegzetes fenotípusú és funkciójú T limfocitát is 
azonosítottak (pl. Th17, Treg és NK-T sejtek). 
 A CD4+ T sejteknek fontos szerepe van a különböző patogénekkel szembeni 
adaptív immunválasz közvetítésében. Részt vesznek az autoimmunitás, asztma, allergiás 
válaszok és tumor immunitás kialakításában egyaránt. A naív Th limfociták a tímuszból 
migrálnak a nyirokcsomókba és a perifériára, ahol idegen antigénekkel való találkozás 
következtében aktiválódnak és a sajátos citokin miliőben differenciálódnak Th1, Th2, 
Th17 valamint iTreg sejtekké, melyek meghatározott citokin profillal és funkcióval 
bírnak és részt vesznek a celluláris és humorális (ellenanyag termelés) immunválasz 
érzékeny egyensúlyának fenntartásában/szabályozásában. 
 A CD4+ Th1 és Th2 sejtek karakterisztikusan különböznek az antigén stimulus 
hatására termelt citokin profilban, a Th1 sejtek jellemzően IFN -t, míg a Th2 sejtek IL-
4-et termelnek [42]. A Th1 sejtek kritikus celluláris faktorai az intracelluláris 
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mikroorganizmusok elleni immunitásnak, míg a Th2 sejteknek az extracelluláris 
patogének (beleértve a férgeket) elleni immunválaszban van fontos szerepe [43]. A Th1 
sejtek abnormális aktivációja kapcsolatba hozható néhány szerv specifikus betegséggel, 
pl. sok esetben a Th2 sejtek felelősek az allergiás gyulladásos megbetegedésekért és 
autoimmun folyamatokat is elősegíthetnek és erősíthetnek [44, 45]. Ezért a polarizált 
effektor funkciók molekuláris hátterének ismerete alapvetően fontos kérdés. 
 A T sejt polarizáció irányát számos faktor meghatározza, mint pl. a fertőzés 
típusa, útja; a patogén felvétel körülményei az APC által és legnagyobb mértékben a 
lokális citokin környezet [45-50]. 
 A CD4+ T sejtek miután megkapják a polarizáló citokin szignálokat Th1, Th2 
vagy Th17 irányba differenciálódnak. A sejtek által termelt domináns citokinek az 
immunrendszert a celluláris vagy humorális irányba terelik. A naív T sejtek 
polarizációja bizonyára egy többlépéses folyamat, melynek során a differenciálódó 
sejtek megtartják fenotípusuk plaszticitását, mígnem elérik a teljesen polarizált effektor 
állapotot, bár ezzel kapcsolatban jó néhány részlet még kérdéses, ill. ellentmondásos 
[51].  
 In vitro és in vivo kísérleteket alapul véve számos, a Th1 és Th2 effektor T sejtek 
differenciálódását leíró alternatív modell született, mint a „lineáris Th2-Th0-Th1” 
modell, vagy az „elágazó modell” (Th1 vagy Th2 sejtek a Th0 prekurzorból fejlődnek) 
[45, 52], azonban az in vivo differenciálódás modellje máig is vitatott [45, 53, 54]. 
 Az egészséges és kóros immunfunkciók egyensúlyának fenntartásában fontos 
szerepe van a Th1/Th2 sejtek megfelelő egyensúlyának, éppen ezért jelentős a Th sejt 
polarizáció molekuláris hátterének minél pontosabb ismerete. Potenciális molekulák 
célzása a plazma membránban, melyek modulálják a citokinek által aktivált jelátviteli 
útvonalakat, terápiás lehetőséget biztosíthat a patológiás körülmények között 
megváltozott Th1/Th2 egyensúly helyreállításában. 
 A polarizált Th1, Th2 effektor sejtek ugyanarra az antigénre adott különböző 
válaszának kialakulásában az egyik kulcs molekula az NFAT transzkripciós faktor [55]. 
Az NFAT fehérjecsaládnak négy tagja van, az NFAT1 (NFATp, NFATc2), NFAT2 
(NFATc, NFATc1), NFAT3 (NFATc4), NFAT4 (NFATx, NFATc3), melyek közül a T 
sejteken csak az NFAT1 és 4 expresszálódik. Aktiváció hatására megnövekszik az 
intracelluláris Ca2+ koncentráció. A Ca2+ képes kötődni a calmodulinhoz, ami a 
calcineurin aktiválódásához vezet. Az aktív calcineurin defoszforilálja az NFAT-t, ami 
ennek hatására transzlokálódik a sejtmagba, ott aktiválja az NFAT-függő géneket. Az 
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NFAT számos citokin gén aktiválásában részt vesz, és az aktiváció erőssége, valamint a 
magi lokalizáció időtartama kulcsfontosságú lehet a TCR-közvetített Ca2+-válasz és a 
citokin gének aktiválásában, melyek meghatározzák a CD4+ T sejtek válaszadó 
képességét, valamint a termelt citokinek spektrumát is [56].  
 A jelátviteli útvonalak kezdeti „upstream” eseményei legtöbb esetben a plazma 
membránhoz kapcsolódnak valamilyen formában. Az antigén receptor, a jelátvivő 
molekulák vagy az ionszelektív csatorna fehérjék mind beágyazódnak a lipid 
kettősrétegbe a T sejtek membránjában. Korábban kimutatták, hogy ezen molekulák 
működését érzékenyen befolyásolja a membrán lipid összetétele, vagy a molekulák 
koleszterinben gazdag membrán mikrodoménekbe történő kompartmentalizációja [57, 
58]. Továbbá aktiváció során az IFN  receptor a TCR-rel kolokalizálódik a membrán 
raftokban, amit az IL-4 jelátvitel gátol [59], ezzel azt sugallva, hogy a differenciálódás 
folyamán egy „aktív kereszt inhibíció” lép fel a két polarizációs irány között. 
 Nem meglepő tehát, hogy a Th sejtpolarizáció molekuláris hátterének vizsgálata 
egyre inkább a kutatások középpontjába került. Ezen vizsgálatok szerint pl. a Th2 sejtek 
aktivációja során nagyobb szerep jut a CD4 molekulának, mint a Th1 sejteknél és 
inkább ITK, mint TEC kinázokat használnak a PLC  aktivációja következtében 
kialakuló Ca2+-áram fokozására [60]. A membrán depolarizációért felelős Trpm4 
nátrium csatorna különbözőképpen szabályozza a Th1 és Th2 sejtek Ca2+-áramát [61], 
ami egy fontos alapvető mechanizmusa a polarizált T sejt válasznak [62]. A Th1 
sejtekben nagyobb mértékben expresszálódik a funkcionális a KCa csatorna, míg a Th2 
sejtekből gyorsabban ürül ki a Ca2+ a citoszólból [63]. A plazma membrán lipid 
rendezettsége is egy kulcsfontosságú differenciációs faktor lehet, amely szabályozhatja 
a polarizált T sejt funkciót [64]. A Th1 és Th2 sejtek jelátvitelében megmutatkozó 
különbözőségek részben eredményezhetik az immunológiai szinapszis megjelenési 
formájában mutatkozó különbséget. A Th2 sejtek szinapszisa kevésbé rendezett és 
hiányzik belőle a centrális TCR klasszikus „bulls-eye” mintázata [65]. 
 A két klasszikus T helper sejt populáció mellett, további CD4+ T sejt populációkat 
azonosítottak, mint a Th17 és iTreg sejtek, amik a naív CD4+ T sejtekből 
differenciálódnak a periférián ugyanúgy, mint a Th1 és Th2 alpopuláció. A Th17 sejtek 
által termelt jellemző citokin az IL-17,  IL-22 és IL23. Ezen sejtek szerepet játszanak a 
gyulladásos folyamtokban (pl. arthritis) és feltételezik, hogy hozzájárulhatnak az I. 
típusú cukorbetegség kialakulásához is [66]. Az iTreg sejteknek, ugyanúgy, mint a 
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nTreg sejteknek, melyek a tímuszban a CD4+ sejtekből fejlődnek, az immunválasz 
negatív szabályozásában van jelentős szerepük mai tudásunk szerint.   
 A T helper sejtek polarizációjának minél kiterjedtebb ismerete alapvető 
fontosságú, mivel egyre nő azoknak a humán betegségeknek a száma, melyek 
kialakulása kapcsolatba hozható a Th sejtek differenciálódásában vagy funkciójában 
bekövetkezett rendellenességekkel. GATA3 mutációt mutattak ki pl. humán 
populációkban, ami heterozigóta formában hipotireózist, süketséget és renális dysplasiát 
váltott ki [67]. A STAT3 transzkripciós faktor mutációja hiper-IgE szindróma 
kialakulásához vezet, ami a Th17 sejtek fejlődési deficienciájával párosul [68]. A 
FOXP3 Treg transzkripciós faktor mutációja immundeficienciához, 
poliendokrinopátiához, enteropátiához és X-kapcsolt szindrómához vezet [69, 70].  
2.4 A lipid raftok szerepe az autoimmun betegségekben 
Az aktivált [28, 71], valamint az idős donorokból származó T sejtekben [72, 73] 
egyaránt megemelkedett membránkoleszterin és GM1 szint detektálható. Bizonyos 
autoimmun betegségekben (pl. SLE) kimutatták, hogy a betegek véréből izolált T 
sejtekben a koleszterin és GM1 szint magasabb, mint az egészséges egyénekben, 
mintegy jelezvén, hogy az autoimmun betegek T sejtjei folyamatosan („kanonikusan”) 
aktivált állapotban vannak, amit természetesen a folyamatosan jelenlevő autoantigének 
váltanak ki.  
Ez felveti a kérdést, hogy ez az emelkedett szintű koleszterin és GM1 (és talán 
más lipideké is) szint csak egy gyorsabb celluláris metabolizmusból adódik, vagy 
esetleg megváltoztatja a membrán denzitását és a molekulák eloszlását, amely további 
hatással lehet a jelátviteli folyamatokra is [74]. SLE-s betegek T sejtjeinek számos 
jelátviteli kaszkádja és kulcsfontosságú molekula expressziója sérült/megváltozott. 
Aktív betegekben pl. az Lck szint kisebb [75], míg a CD45 szint nagyobb [76]. 
Egyre több eredmény támasztja alá a lipid raftok szerepét az autoimmun 
betegségekben. Számos lipid raftokon keresztül ható terápiát próbáltak ki eddig a 
klinikumban, mint pl. az anti-CD20 ellenanyag és a statinok (a koleszterin bioszintézis 
gátlószerei). A membrán lipid raftok autoimmun betegségekben betöltött szerepének 




2.5 Az anti- koleszterin ellenanyagok és szerepük a szervezetben    
A koleszterin számos alapvető fiziológiás funkcióban (sejtmembránok, vérerek 
falának stabilizálása; metabolikus folyamatok) fontos szerepet tölt be az emlős 
sejtekben, mégis a megváltozott szintje gyakran társul érrendszeri és autoimmun 
betegségekkel [77]. 
A koleszterin immunogén hatása mindaddig vitatott kérdés volt, míg egy 
kutatócsoportnak sikerült koleszterinnel feltöltött fehérje mentes liposzómákkal 
egerekben és nyulakban IgM izotípusú anti-koleszterin ellenanyagtermelést indukálni 
[78, 79], valamint védő hatását nyulakban bizonyítani [78]. 
Meglepő módon a természetben minden egészséges szervezetben előfordulnak 
IgM és IgG típusú természetes koleszterin ellenes ellenanyagok (ACHA), a 
termelődésük körülményei, valamint fiziológiás szerepük azonban máig ismeretlen [80]. 
Megemelkedett szérum ACHA koncentrációt detektáltak pl. számos atherosclerotikus, 
érrendszeri betegség [81] és HIV-1 fertőzés [82] esetében, ezért fontos működésük és 
immunológiai folyamatokban való esetleges szerepük ismerete. 
Az első funkcionális vizsgálatok során monoklonális IgM típusú ellenanyagokat 
alkalmaztak, melyeknek számos kedvezőtlen tulajdonsága miatt, mint pl. csak a 
kristályosodott koleszterinhez képesek kapcsolódni magához a koleszterin molekulához 
nem, valamint a pentamer struktúra (nagy méret) miatt nehezen tudnak hozzáférni a 
sejtekhez, az IgG típusú ellenanyagok kerültek előtérbe az utóbbi években az anti-
koleszterin ellenanyagok funkciójának vizsgálataiban. 
Számos patogén (paraziták, vírusok, prionok, gombák) a lipid raftokon keresztül 
lép be a célsejtbe. Az utóbbi években kiemelt szerepe van a HIV-1 vírusfertőzés 
patomechanizmusát célzó vizsgálatoknak. A HIV-1 vírus esetében kimutatták, hogy a 
koleszterinnek kulcsfontosságú szerepe van a vírus sejtbe jutásában, valamint a fertőzés 
terjedésében. Azon  sejtek esetében, melyek membránjából kivonták a koleszterint, 
csökkent a vírusfertőzés terjedése [83]. A HIV-1 vírus a fertőzés során a CD4+ sejtek 
felszínén található CD4, CXCR4 vagy CCR5 receptorokhoz kapcsolódik. A CD4 és 
CCR5 molekulák lipid raft asszociáltak, míg a CXCR4 a fertőzést követően kerül a 
raftba. A célsejt anti-koleszterin ellenanyaggal történő kezelése növelte pl. a CXCR4 és 
CD4 receptor, valamint a CXCR4 és GM1 gangliozidok közötti kolokalizáció mértékét, 
ami gátolta a HIV-1 vírus célsejthez történő kötődését. Az ACHA a raftok keresztkötése 
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révén megváltoztatja a vírus bejutásához elengedhetetlen CD4, CXCR4 receptorok 
sejtfelszíni eloszlását, ezzel gátolva a vírus hozzáférését ezen molekulákhoz [84]. 
Az anti-koleszterin ellenanyag, amellett, hogy modulálja a patogének sejtbe 
történő bejutását, feltételezhető, hogy az atherosclerosis és vaszkuláris betegségek 
patomechanizmusában is szerepet játszik. A CHD (coronary heart disease) betegség 
esetében az anti-koleszterin ellenanyag szintje megnövekszik a vérben, míg 
atherosclerosis és CVD (cerebro-vascular disease) betegségekben lecsökken. Ezekből az 
adatokból arra lehet következtetni, hogy összefüggés lehet a betegségek és az anti-
koleszterin ellenanyag mennyisége között.  
A koleszterin ellenes ellenanyag lehetséges hatásmechanizmusára számos 
hipotézis létezik. Az egyik feltételezés szerint az ACHA képes opszonizálni az LDL-t, 
melynek megnövekedett szintje kóros állapotot eredményez. Ezt az opszonizált 
komplexet a makrofágok képesek felvenni majd eliminálni, ezzel csökkentve a vér LDL 
szintjét, mint egy természetes védekező mechanizmus [81]. 
A fentiek alapján láthatjuk, hogy az anti-koleszterin ellenanyag feltételezhetően 
számos ponton szabályozhatja az immunológiai folyamatokat, azonban pontos funkciója 
és szerepe még máig nem tisztázott. Hatásának és működésének pontosabb 
megismerése új terápiás lehetőségeket rejt magában a patogénfertőzések, az 
atherosclerosis és vaszkuláris betegségek területén egyaránt. 
2.6 A sejtek közötti intercelluláris kommunikáció egy újabb útvonala: a 
membránnanocső-hálózat 
 A lipid raftoknak számos esszenciális szerep tulajdonítható a sejten belüli 
jelátviteli folyamatok szabályozásában, de felmerült a kérdés, hogy esetleg szerepük 
lehet a sejtek közötti, intercelluláris folyamatok szabályozásában is. A sejtek közötti 
kommunikáció egy új keletű, lehetséges megnyilvánulási formája a membrán nanocső. 
Ezen képződmények dinamikus membrán „kitüremkedések” a sejtfelszínről, melyek 
méretüknél és kialakulásuk természeténél fogva elkülöníthetők a 
lamellopódium/mikrovillus kategóriába eső kitüremkedésektől. Jelenlétüket számos 
immunsejt között kimutatták, mint pl. mieloid sejtek, T sejtek, NK sejt és célsejt, 
citotoxikus T sejt és célsejt és apoptotikus sejtek és élő sejtek között. A sejteknek csak 
kis százaléka képez nanocsövet (~10-20%) és csak bizonyos idő eltelte után [85]. A 
nanocsöveken keresztül különböző molekulák transzportját is azonosították: pl. 
baktérium [86], vezikulák [86], Ca2+ [87], citoplazmatikus molekulák [87] transzportját 
17 
 
a mieloid sejtek között; HIV-1 Gag protein [88] transzportját a T sejtek között; aktivált 
NK sejt receptor transzportját a célsejtbe [89].    
 A nanocsövek kétféle mechanizmussal keletkezhetnek. Az egyik esetben egy 
aktin vezérelt membrán kitüremkedés indul el az egyik sejtből egy szomszédos sejt felé, 
ami egy zárt végű csövet eredményez. A másik esetben a nanocső képződést a két sejt 
kontaktusa előzi meg, majd a szétváláskor képeznek egy membrán csövet, ami mindkét 
sejt felé nyitott. A legtöbb sejt rendelkezik egy membrán rezervoárral a sejtfelszínen, 
ami lehetőséget nyújt a gyors méretnövekedésre hipertóniás oldatban. Elképzelhető, 
hogy a nanocsövek a citoszkeletális változások során ebből a membrán raktárból 
húzódnak ki, mikor a két sejt távolodik egymástól. A szükséges húzóerő, amivel 
membrán húzható ki pl. ellenanyaggal fedett gyöngy segítségével egy neutrofil 
granulocitából 45 pN [90], ami jóval kisebb, mint ami pl. az integrin-közvetített 
adhéziós kötés bontásához szükséges. Vese epitél sejteknél 14-22 pN [91], míg 
apoptotikus membrán hólyagoknál, amik már nem kapcsolódnak a citoszkeletonhoz, 
mindössze 7 pN [91]. A meghatározó faktor a húzóerő nagyságában valószínűsíthetőleg 
a sejtfelszíni membrán és citoszkeleton közötti kapcsolat erőssége.  
 Kétféle típusú nanocsövet azonosítottak, egy vastagabb típusút (~800 nm 
átmérőjű), ami tartalmaz F-aktint, valamint mikrotubulust és a cső belsején keresztül 
vezikulák tudnak transzportálódni egyik sejtből a másikba, továbbá egy vékonyabbat 
(~300 nm átmérőjű), ami csak F-aktint tartalmaz, aminek a felszínén képesek a 
molekulák szállítódni. 
 In vivo eddig csak azt tudták kimutatni, hogy nanocsövek léteznek dendritikus 
sejtek között egér szaruhártyában [92]. További in vivo kísérletek szükségesek a 
nanocsövek fiziológiás szerepének feltárásához és főleg keletkezésük mechanizmusának 
és szabályozásának megértéséhez. A sejtek közötti kommunikációnak egy sokkal 
specifikusabb, kifinomultabb módját jelentheti ez a direkt kapcsolaton keresztüli 
információ és anyagáramlás, mint a szolubilis szekretált molekulák általi. 
 Eddigi megfigyeléseink szerint a lipid raftok fő lipid alkotóelemei, a gangliozidok 
valószínűleg fontos szerepet játszhatnak a membrán nanocsövek kialakulásában, 
valamint a nanocsöves hálózatok kiépülésében egyaránt. 
A lipid raftok tehát szerepet játszanak mind az immunsejtek jelátviteli 
folyamataiban, mind egyes patogének fertőzési mechanizmusában, ezzel egy lehetséges 
célpontjai lehetnek új terápiás stratégiáknak. A lipid tutajok funkcionális modulálásával 
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pedig lehetőség nyílhat az immunrendszer válaszadó képességének hatékony 





Figyelembe véve a humán gének viszonylag csekély számát és ezzel párhuzamban 
pl. az immunrendszeri betegségek, működési zavarok igen nagy diverzitását, 
valószínűleg sok esetben nem csak egy-egy receptor fehérje expressziójához, 
mennyiségéhez és funkciójához kapcsolható az egyes zavarok megjelenése, hanem 
inkább többféle fehérje kommunikációjának (fehérje-fehérje, ill. fehérje-lipid 
kölcsönhatások), esetenként komplexebb hálózatok „elhangolódásához”. Azaz, 
valószínűleg a lényegi elem az immunrendszer sejtjeinek jelátvitelében az, hogy a 
„megfelelő fehérjék a megfelelő időpontban a megfelelő helyen” legyenek. Ebben 
pedig, véleményünk szerint, alapvető fontosságú a kritikus fehérjék membrán 
mikrodomének (raft, caveola) általi kompartmentalizációja. Ez pedig az eddigi, 
túlnyomórészt egyetlen receptor blokkolására irányuló klasszikus terápiás eljárások 
mellett lehetőséget nyújthat az immunreceptor szignálok új alapokon történő, és 
feltehetően hatékonyabb modulálására, terápiás célpontok keresésére.  Továbbá a T 
limfociták aktiválódásában és a normál, valamint kóros (pl. megváltozott Th1/Th2 
egyensúly) sejtválaszokban egyaránt alapvetően fontos szerepet játszanak a membrán 
mikrodomének.  
1. Mindezeket alapul véve egyik fontos célunk a Th sejtpolarizáció molekuláris 
hátterének vizsgálata volt. A Th0, Th1, Th2 alpopulációk esetében az 
antigénreceptor stimulációjára adott sejtválasz egyes elemeinek (pl. kalcium 
válasz, NFAT aktiváció) működése és a sejtmembrán megváltozott tulajdonságai 
(raft lipid és fehérje expresszió; ioncsatorna expresszió, funkció és 
kompartmentalizáció) közötti összefüggéseket kívántuk feltárni. Emellett, mivel 
az aktuális Th1/Th2 arányban ez is szerepet játszhat, a polarizált Th sejt 
alpopulációk apoptózis érzékenységének összehasonlító analízisét is el kívántuk 
végezni egér eredetű differenciáltatott Th hibridóma sejtvonalakon. Célunk 
alapvetően tehát a helper T sejtek polarizált effektor funkcióinak hátterében 
rejlő, elsősorban a plazmamembránhoz kapcsolódó molekuláris háttér feltárása 
volt.   
2. Vizsgálni kívántuk továbbá a munkacsoport által korábban előállított, a 
klaszteres membrán koleszterinhez (raftokhoz) szelektíven kötődő, anti-
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koleszterin ellenanyag (AC8 ACHA) antigén-függő T sejt aktivációt moduláló 
hatásait az antigén felvétel, prezentáció és T sejt aktiváció szintjén (egér eredetű 
immunszinapszis sejtes modellrendszerben).   
3. Végül célkitüzéseink között szerepelt a limfociták között kialakuló nanocső 
hálózat formálódásának és meghatározó körülményeinek tanulmányozása T és B 













4. Anyagok és módszerek 
4.1 Sejtek és állatok 
A Th sejtpolarizáció molekuláris hátterének vizsgálatához a kutatócsoport által 
korábban előállított Th0 (2.13 klón), Th1 (7.6 klón) és Th2 (7.5) fenotípusú 
hibridómákat használtuk. A hibridómák aktiválásához LK35 B limfóma sejtet 
alkalmaztunk. A sejteket Dulbecco’s modified Eagle’s mediumban (DMEM) 
tenyésztettük, amit kiegészítettünk 2 mM L-glutaminnal, 1 mM nátrium-piruváttal, 50 
M 2-merkaptoetanollal, antibiotikummal és 10% FCS-sel.  
 
Az AC8 anti-koleszterin ellenanyag T sejt aktivációt moduláló hatását egy egér T-
B sejtvonal szinapszis sejtvonal modellrendszeren vizsgáltuk. A HA317-341 peptiddel 
immunizált majd A/PR/8/34 humán influenza vírussal fertőzött BALB/c egerekből 
származó IP12-7 hibridóma sejtet használtuk Th sejtként, valamint 2PK3 (ATCC 
TIB203, IEd/Ed-Ad+) egér B limfóma sejtet antigén prezentáló sejtként. A T sejteket 
RPMI-1640, míg a B sejteket Dulbecco’s modified Eagle’s mediumban tenyésztettük, 
mindkettőt kiegészítve 2 mM L-glutaminnal, 1 mM nátrium-piruváttal, 50 M 2-
merkaptoetanollal, antibiotikummal és 10% FCS-sel.  
Az AC8 ellenanyag hatását primer sejtek szinapszis rendszerében is teszteltük. Ebben 
az esetben APC-ként BALB/c egerek csontvelőjéből izolált őssejteket 
differenciáltattunk dendritikus sejtekké RPMI-1640 mediumban 10 ng/ml rm GM-CSF 
(Millipore, Billerica, USA) és 10 ng/ml rm IL-4 (eBioscience, San Diego, CA, USA) 
jelenlétében 6-lyukú sejttenyésztő plate-ben (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 
USA) hét napig [93]. A DC-k karakterizálásához PE konjugált monoklonális anti-MHC-
II (I-A/I-E) (eBioscience); anti-egér CD11b-PerCP-Cy5.5 (Mac-1a) (M1/70) 
(eBioscience); anti-CD11c-PE (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA); anti-CD14- 
FITC (Becton Dickinson) és anti-Gr1-PE (Ly6-G) (Becton Dickinson) ellenanyagot 
alkalmaztunk. A sejtek tisztaságát áramlási citometriával ellenőriztük. A DC-ket OVA 
peptiddel és OVA specifikus IgG-t tartalmazó immunkomplex-el töltöttük fel (106 
sejthez 10 g immunkomplex) a kísérleteket megelőző estén, hogy hatékonyan fel 
tudják venni és prezentálni a T sejteknek az antigént. 
OVA TCR transzgén egerek lépéből izolált Th sejteket használtunk ebben a modell 
rendszerben, amihez CD19 mágneses mikrogyönggyel (Miltenyi Biotech, Bergisch 
22 
 
Gladbach, Németország) negatívan kiszelektáltuk a B sejteket, valamint CD8 
ellenanyaggal konjugált mágneses gyönggyel (Miltenyi Biotech) a Tc sejteket, MACS 
oszlopon történő elválasztással.  
 
 A fagozitózis kísérletekhez P388.D1 (3124 klón) egér makrofág sejtvonalat 
alkalmaztunk, amelyet RPMI-1640 mediumban tenyésztettük, kiegészítve 2 mM L-
glutaminnal, 1 mM nátrium-piruváttal, 50 M 2-merkaptoetanollal, antibiotikummal és 
10% FCS-sel. Ezen kívül csontvelőből, a fent említett módon differenciáltatott 
dendritikus sejteken is elvégeztük ezeket a kísérleteket.   
 
A nanocsövek képződését T és B limfocitákon egyaránt tanulmányoztuk „live cell 
imaging” körülmények között. BALB/c egerek tímuszából és lépéből izoláltunk primer 
T sejteket. Emellett Jurkat humán T limfoblaszton, A20 érett egér B limfóma, 38C13 
éretlen egér B limfóma, BL41 inaktív humán Burkitt limfóma, valamint BJAB aktív 
humán Burkitt limfóma sejteken is vizsgáltuk a nanocsövek kialakulását. Az egér 
sejteket RPMI-1640 mediumban tenyésztettük kiegészítve 2 mM L-glutaminnal, 1 mM 
nátrium-piruváttal, 50 M 2-merkaptoetanollal, antibiotikummal és 10% FCS-sel, míg a 
humán sejteket 2-merkaptoetanol nélküli mediumban.  
4.2 Az egér Th hibridóma sejtvonalak előállítása 
BALB/c egerek FITC-KLH-val és komplett Freund adjuvánssal történő 
immunizálását követő 11. napon kivettük az ágyéki és térdhajlati nyirokcsomókat. A 
vörösvérsejtek depletálása után a sejteket 1 μg/ml FITC-LPS-sel (Sigma) és 25 μg/ml 
FITC-KLH-val aktiváltuk 20 ng/ml egér re-IFN  (R&D, Minneapolis, MN ,USA) és 5 
g/ml anti-IL-4 (a munkacsoport által előállított 11B11 monoklonális patkány IgG) 
jelenlétében. 3 nap múlva a CD4+ T sejteket panning technikával dúsítottuk fel 
depletálva a CD8+ and FcγR+ sejteket 53.6 és 2.4G2 monoklonális patkány 
ellenanyagokkal. Az így kapott T sejteket fúzionáltattuk BW5147 TCRα-β-timóma 
sejtekkel polietilén-glikol jelenlétében (Sigma), majd HAT szelekciós DMEM 
mediumban (Sigma) tenyésztettük őket. Az aktiváció-indukált citokin termelésük 
alapján választottuk ki a Th0 (2.13), Th1 (7.6) és Th2 (7.5) klónokat. A sejtek CD3, 




4.3 Frissen szeparált egér CD4+ T sejtek Th1 és Th2 irányba történő 
differenciáltatása 
5x105sejt/ml BALB/c eredetű CD4+ T sejtet aktiváltunk 1 μg/ml anti-CD3 (145-
2c11) ellenanyaggal és 1x105sejt/ml mitomycin C-vel elölt (Sigma) LK-35 egér B 
sejttel 5 ng/ml egér re-IFN , 5 ng/ml egér re-IL-12 és 10 g/ml anti-IL-4 vagy 10 ng/ml 
IL-4 és 10 g/ml anti-IFN  (R4-6A2) jelenlétében. A kontroll kultúrákhoz nem adtunk 
citokint csak anti-IFN és anti-IL-4 ellenanyagokat. A 4. napon a sejteket passzáltuk 
anti-CD3 és citokin mentes mediumba, ami tartalmazta az anti-citokin ellenanyagokat 
és 10% egér rec-IL-2-t. További 3 nap múlva teszteltük a sejtek sejtfelszíni receptor 
expresszióját, valamint citokin termelését.  
4.4 Receptor, ioncsatorna és membrán fehérjék expressziójának vizsgálata 
áramlási citometriával  
A Th hibridómák sejtfelszíni receptor expressziójának vizsgálatához a sejteket 
(5x105sejt/minta) monoklonális anti-CD3-FITC, anti-CD4-FITC (Immunotools, 
Friesoythe, Németország), vagy anti-koleszterin egér IgG3 (AC8) + kecske anti-egér 
IgG-FITC (Southern, Birmingham, Alabama, USA) ellenanyaggal jelöltük. Anti-CD48-
FITC (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA), patkány anti-CD55 (Santa Cruz 
Biotechnology) és anti-CD59 (Santa Cruz Biotechnology), valamint kecske anti-
patkány IgG-FITC másodlagos ellenanyagokat használtunk ezen receptorok jelölésére. 
Alexa-488 vagy 647 festékkel konjugált choleratoxin-B-t (Molecular Probes-Invitrogen, 
Carlsbad, CA, USA) használtunk a membrán GM1 gangliozid tartalmának 
detektálásához. 
  Teszteltük a monoklonális anti-koleszterin ellenanyag (a munkacsoport által 
előállított AC8 IgG3, AC9 IgM klónok) különböző egér immunsejtekhez 
(2.5x105sejt/minta) való kötődési képességét. Az FcR-ok K9.361 ellenanyaggal (a 
munkacsoport által előállított egér IgG2a) történő blokkolása után a sejteket egyszer 
mostuk 0.1% BSA-t tartalmazó PBS-sel. Ezután a mintákat AC8, AC9 vagy izotípus 
kontroll (egér IgG3: Sigma; egér IgM: Southern Biotech, Alabama, USA) 
ellenanyagokkal inkubáltuk 45 percig jégen. Mosást követően fluoreszcens kecske anti-
egér IgG3-Dye649 (Molecular Probes-Invitrogen), vagy kecske anti-egér IgM-Cy5 




 A CD69 aktivációs marker IP12-7 és OVA TCR transzgén egér T sejteken való 
expresszióját Alexa-647 festékkel konjugált anti-CD69 ellenanyaggal (H1.2F3 klón, 
BioLegend, San Diego, USA) detektáltuk. Az IP12-7 T sejteket (5x105sejt/minta) 
peptiddel feltöltött 2PK3 B sejtekkel (5x105sejt/minta); míg a primer T sejteket OVA 
immunkomplexxel feltöltött, csontvelőből differenciáltatott DC-kel aktiváltuk 3 órán 
keresztül 37°C-os CO2 termosztátban. A B sejteket pozitívan kizártuk anti-CD19 (1D3 
patkány IgG + FITC konjugált MAR1/8 egér IgG2b, László Glória, ELTE, 
Immunológia Tanszék), míg a DC-ket anti-MHC-II-FITC (M5/114 patkány IgG, László 
Glória, ELTE, Immunológia Tanszék) ellenanyagokat alkalmazva, így a marker 
expresszióját csak a T sejteken vizsgáltuk. Az FcR-ok blokkolását, valamint a megfelelő 
izotípus kontrollokat minden mintánál használtunk. 
 A T sejtek Erk foszforilációjának méréséhez 5x105sejt/minta T sejtet 
5x105sejt/minta peptiddel/immunkomplex-el feltöltött APC-vel aktiváltunk 10 percig 
37°C-on. Az IP12-7-2PK3 és a transzgén T sejt-DC szinapszis rendszerben is 
elvégeztük a kísérletet. Az APC-ket pozitívan kizártuk CD19 (B-sejt) vagy MHC-II 
(DC) expressziójuk alapján. 1.5% paraformaldehiddel 10 percig szobahőn való fixálást 
követően a sejteket permeabilizáltuk metanollal 10 percig jégen. Ezután a mintákat nyúl 
anti-pErk (Cell Signaling Technology, Beverly, MA, USA) majd kecske anti-nyúl IgG- 
Alexa-488 (Molecular Probes-Invitrogen) ellenanyaggal jelöltük 30 percig 
szobahőmérsékleten [94].  
Az összes áramlási citometriás kísérletet FACS Calibur és FACS Aria III. 
áramlási citométerrel (Becton Dickinson) és CellQuest illetve Diva szoftver (Becton 
Dickinson) segítségével mértük, majd az eredmények kiértékeléséhez az FCS3 Express 
szoftvert (De Novo Software, Los Angeles, CA) használtuk.  
4.5 A Th hibridómák citokin termelése  
A Th hibridómákat (5x105sejt/ml) 5 g/ml anti-CD3 ellenanyaggal (145-2c11), 
vagy 5 g/ml anti-CD3 és LK-35 antigénprezentáló sejttel (2.5x105sejt/ml), vagy 5 
g/ml Concanavalin A (Sigma) poliklonális aktivátorral stimuláltuk 18 órán keresztül 
37°C-os CO2 termosztátban. Az aktivált és kontroll sejtkultúrák felülúszójának citokin 
tartalmát szendvics ELISA módszerrel határoztuk meg standard citokin higítási sort 
alkalmazva kontrollként. High-binding ELISA lemezeket (Costar, Lowell, USA) anti-
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IL-4 (11B11), anti-IFN R vagy anti-GM-CSF (BD Biosciences, Bedford, MA, 
USA) ellenanyaggal fedtük be, majd biotinnal konjugált anti-IL-4, anti-
IFN (Immunotools, Friesoythe, Germany) vagy anti-GM-CSF (BD Biosciences, 
Bedford, MA, USA) ellenanyagokat használtunk a detektálásra.  
4.6 Az antigén prezentáló sejtek előkezelése AC8 anti-koleszterin ellenanyaggal 
Az anti-koleszterin ellenanyag T sejt aktivációra gyakorolt hatására irányuló 
kísérletek mindegyikénél a mintákat 40 g/ml AC8 ellenanyaggal vagy egér IgG3 
izotípus kontrollal inkubáltuk 30 percig 37°C-on FCS mentes mediumban. 
4.7 A kálcium válasz áramlási citometriás vizsgálata 
Az intracelluláris kálcium koncentráció méréséhez 5x106 sejtet 1 ml Hank’s A pH 
7.4 pufferben (143 mM nátrium-klorid, 1 mM nátrium-szulfát, 5 mM kálium-klorid, 1 
mM nátrium-hidrogén-foszfát, 0.5 mM magnézium-klorid, 1 mM kálcium-klorid, 5 mM 
glükóz, 10 mM Hepes) Fluo3-AM kálcium indikátorral (Molecular Probes-Invitrogen) 
inkubáltunk 60 percig 37°C-on, majd további 60 percig 10 ml végtérfogatban. A sejtek 
mosását követően a mérést Hank’s A pufferben végeztük, propidium-jodiddal 
megfestve és kizárva a halott sejteket. A mért kálcium válaszok profilját Vásárhelyi és 
munkacsoportja [95] által kifejlesztett szoftverrel analizáltuk. 
4.8 Konfokális mikroszkópiás mérések 
A Th hibridómák GM1 gangliozid és CD3 kolokalizációjának méréséhez a 
sejteket (5x105sejt/minta) choleratoxin-B-vel (Molecular Probes) és anti-CD3-FITC 
(Immunotools) ellenanyaggal jelöltük 15 percig jégen. 
 Az NFAT1 transzlokáció mértékének vizsgálatához a sejteket (5x105sejt/minta) 0; 
15; 30 vagy percig aktiváltuk 37°C-on, majd fixálás és permeabilizálás után 
monoklonális egér anti-NFAT1 (Abcam, Cambridge, UK) és kecske anti-egér IgG1 
Alexa-488 (Molecular Probes-Invitrogen) ellenanyagokkal jelöltük 1 órán keresztül 
szobahőmérsékleten [96]. A Th hibridómák esetében a sejteket 2.5, 5 vagy 15 g/ml 
anti-CD3 ellenanyaggal, míg az IP12-7 sejteket peptiddel feltöltött 2PK3 B sejttel és a 
TCR transzgén T sejteket OVA immunkomplex-el feltöltött DC-vel aktiváltuk. 10 M 
Draq5 festékkel inkubáltuk a sejteket 3 percig 37°C-on a sejtmag megfestésére. 
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 Tanulmányoztuk a 2PK3 B sejteken az MHC-II, B7-1, GM1 gangliozid (CTX-B) 
sejtfelszíni eloszlását. Ehhez a sejteket (5x105sejt/minta) biotinnal konjugált anti-MHC-
II (M5/114 monoklonális patkány IgG2b, László Glória, ELTE, Immunológia Tanszék) 
és Extravidin-PE (Sigma), anti-B7-1-FITC (16-10A hörcsög IgG2, László Glória, 
ELTE, Immunológia Tanszék) ellenanyaggal valamint Alexa-647 konjugált 
choleratoxin-B-vel (Molecular Probes-Invitrogen) jelöltük 15 percig jégen. Ezután a 
mintákat 4%-os paraformaldehiddel fixáltuk. 
 A T sejtek és APC-k között kialakuló szinapszis gyakoriságának vizsgálatához a 
T sejteket 2 M Cell Tracker Green (Molecular Probes-Invitrogen) festékkel töltöttük 
fel 15 percig 37°C-on a sejtek megkülönböztetése céljából. 2x105 sejt/minta/200 l 
IP12-7 vagy OVA transzgén T sejtet 105sejt/minta/200 l 2PK3 50 M peptiddel 
feltöltött B sejttel vagy OVA immunkomplex-el feltöltött DC-vel inkubáltunk együtt 1 
órán keresztül 37°C-on boroszilikát aljú Lab-TekTM 8-lyukú microplate-ben (Thermo 
Scientific). A szinapszis kialakulását termosztálható mikroszkóp kamrában (SuperTech 
Kft. Pécs) vizsgáltuk, amiben a 37°C-os hőmérsékletet szabályozott hőmérsékletű 
levegőáram biztosította. A T sejtek által létrehozott szinapszisok számát a teljes T 
sejtszámhoz viszonyítottuk, ezzel meghatározva a kialakuló szinapszisok gyakoriságát. 
 A membrán nanocsövek kialakulását szintén Lab-TekTM microplate-ben 
tanulmányoztuk. A lyukakat 10 g/ml fibronectin oldattal fedtük be 4°C-on történő 
inkubálással egy éjszakán át. A fibronectin a kollagénhez és fibrinhez hasonlóan a 
nanocsövek képződéséhez szükséges szöveti környezetet imitálja. A 37°C-ot a 
termosztálható mikroszkóp kamrával biztosítottuk. A sejtek (8x104 sejt/lyuk) 
membránját Alexa 488 vagy 647 festékkel konjugált CTX-B-vel (0.2 g) festettük meg, 
hogy láthatóvá tegyük a nanocsöveket. Annak érdekében, hogy meg tudjuk határozni, 
hogy a nanocső melyik sejtből indul ki, esetenként a sejtek felét CTX-B Alexa 488, a 
másik felét CTX-B Alexa 647-tel festettük, majd 1:1 arányban összekevertük. A 
sejteket ezután 1 órán át inkubáltuk 37°C-os CO2 termosztátban, majd konfokális 
mikroszkóppal vizsgáltuk a nanocső képződést. 
 A sejtek (5x105 sejt/minta) gangliozid és koleszterin szintjének méréséhez 0.2 g CTX-
B-A488, valamint 10 g/ml anti-koleszterin és anti-egér IgG3-Dye649 (Molecular 
Probes-Invitrogen) másodlagos ellenanyagot használtunk.  
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A sejtmembrán fluidizálásához a sejteket (5x106 sejt/ml/minta) 30, vagy 120 g/ml 
végkoncentrációjú linolsavval (Sigma) inkubáltuk l órán keresztül 37°C-os CO2 
termosztátban. 
A lipid raftok integritásának a megbontására a sejteket 10; 25; 50 mM metil- -
ciklodextrinnel (MBCD, CycloLab Ltd, Budapest) inkubáltuk 20 percig 37°C-on, majd 
2x mostuk a mintákat. Az aktin integritásának megbontásához a sejteket 25 M 
Latrunculin B-vel (Sigma) inkubáltuk 20 percig vagy 20 M Cytochalasin D-vel 
(Sigma) kezeltük 2 órán keresztül 37°C-on, majd 2x mostuk őket. A sejtek 
aktiválásához a lép T sejteket 10 g/ml Concanavalin A-val, az A20 érett B sejteket 10 
g/ml lipopoliszachariddal (LPS, Sigma) stimuláltuk 18 órán keresztül. Az éretlen egér 
38C13 B sejteket 10 g/ml anti-egér IgM (Molecular Probes-Invitrogen), a humán 
BL41 és BJAB Burkitt limfómákat 10 g/ml anti-humán IgG+IgM (H+L) (Jackson 
Immuno Research Laboratories, USA) ellenanyaggal aktiváltuk 20 percig 37°C-on.  
A nanocsövet képző sejtek arányát úgy határoztuk meg, hogy a nanocsövet képző sejtek 
(a két sejtet összekötő nanocsövet két sejtnek számoltuk) számát viszonyítottuk az 
összsejtszámhoz, 200-300 sejtet leszámolva. 
 A miroszkópos mérésekhez Olympus IX81, 4 optikai csatornás konfokális 
lézerpásztázó egységgel (FluoView500) felszerelt mikroszkópot alkalmaztunk 
(Hamburg, Németország; 60x nagyítás; olajimmerziós objektív; N.A.: 1.25) 
 A kolokalizációs méréseket az ImageJ szoftver (http://rsbweb.nih.gov/ij) 
kolokalizációs plug-in-jének felhasználásával ≥ 200 sejt/minta adat alapján értékeltük. 
A Pearson’s kolokalizációs index (CI) széles körben alkalmazott mérőszáma a fehérjék 
közötti kolokalizáció mértékének. A CI~0 a fehérjék közötti kismértékű, míg a CI ≥ 0.5 
érték nagymértékű kolokalizációra utal. CI=1 megfelel a két szín teljes mértékű 
átfedésének a kép minden pixelében [97]. 
4.9 Egér makrofágok és csontvelői eredetű dendritikus sejtek fagocitózisának 
vizsgálata 
A P388.D1 makrofágok fagocitózisának vizsgálatához 5x107/ml hőinaktivált 
élesztő sejtet 4 M Cell Tracker Green (Molecular Probes-Invitrogen) fluorofórral 
inkubáltunk 30 percig 37°C-on, majd 2x mostuk PBS-sel. Ezt követően opszonizáltuk 
az élesztőket friss szérumot tartalmazó PBS-sel 1 órán keresztül 37°C-on, majd PBS-sel 
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mostuk. 106/ml P388.D1 sejtet 24 lyukú plate-en aktiváltunk 20 ng/ml forbol-mirisztoil-
acetáttal (PMA, Sigma) 90 percig 37°C-on. Az aktivátor sejtkultúrából való kimosása 
után a mintákat különböző reagensekkel inkubáltuk: MBCD-vel (5-15 mM, 20 min, 
37oC) (Cyclolab, Budapest, Hungary); Latrunculin B (5 mM, 15 min, 37oC) (Sigma); 
AC8 teljes ellenanyaggal; AC8 Fab, vagy izotípus kontroll ellenanyagokkal (mIgG3, 40 
g/ml) 30 percig 37°C-on FCS mentes mediumban. A makrofágokhoz a fluoreszcens és 
opszonizált élesztőket kb. 4 élesztő sejt/célsejt arányban adtuk, majd 1 órán keresztül 
inkubáltuk őket 37°C-on. A nem kötődött élesztőket nagy fordulatszámon való 
centrifugálással távolítottuk el, majd a P388.D1 sejtek fagocitózisának hatékonyságát 
áramlási citométerrel és konfokális mikroszkóppal analizáltuk. 
A dendritikus sejtek immun komplex felvételének vizsgálatához ovalbumin-IgG 
immunkomplexet használtunk (Alexa 488 festékkel konjugált OVA + ovalbumin 
specifikus IgG). Az OVA specifikus IgG ellenanyagot ovalbuminnal immunizált egerek 
szérumából tisztítottuk. A DC-ket (5x105 sejt/minta) 10 g/minta immunkomplex-el 
inkubáltuk 30 percig 37°C és jégen kontrollként. Az endocitózist követően a DC-ket 
mostuk, majd anti-MHC-II-PE (eBioscience) és PerCP-Cy5.5 konjugált anti-egér 
CD11b (Mac-1a) (M1/70) (eBioscience) ellenanyaggal jelöltük. A sejteken különböző 
reagensekkel inkubáltuk: 40 g/ml AC8, vagy izotípus kontroll (mIgG3) ellenanyaggal 
(30 min, 37°C, FCS mentes mediumban); MBCD-vel (15 mM, 20 min 37°C). Az FcR-
ok blokkolására a sejteket 100 g/ml K9.361 ellenanyaggal inkubáltuk 10 percig 4°C-
on. Az immunkomplex felvétel mértékét áramlási citométerrel és konfokális 
mikroszkóppal vizsgáltuk.  
A relatív fagocitózis hatékonyság meghatározásához a P388.D1 sejteket az FSC 
(sejtméret) – SSC (granuláltság) dot plot alapján különítettük el az élesztőktől, míg a 
dendritikus sejteket a CD11b és MHC-II fluoreszcens markerek alapján karakterizáltuk. 
A fagocitáló sejtek százalékát az FL1+ sejtek fluoreszcens hisztogramjából határoztuk 
meg a kezeletlen sejteket 100%-nak véve.           
4.10 A Th hibridómák apoptózis érzékenységének vizsgálata 
A Th sejtek aktiváció indukált apoptózis érzékenységének tanulmányozásához 
három, az apoptózis különböző fázisaira jellemző markert vizsgáltunk.  
A mitokondriális membránpotenciál változás méréséhez a sejteket (5x105sejt/minta) 15 
g/ml anti-CD3 ellenanyaggal aktiváltuk 37°C-on 4 órán keresztül Hank’s A pH 7.4 
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pufferben, majd 100 M DiOC6(3) potenciál szenzitív (Molecular Probes-Invitrogen) 
festékkel inkubáltuk 30 percig. A sejteket azonos útvonalon keresztül aktiválva 8 óra 
után mértük a kaszpáz aktiválódást 50 M D2-R110 (Molecular Probes-Invitrogen) 
fluorogén kaszpáz szubsztráttal inkubálva a sejteket 30 percig 37°C-on. A DNS 
fragmentáció mértékének detektálásához a sejteket propidium-jodiddal festettük meg, 
különböző módon aktiválva a mintákat: 15 g/ml anti-CD3 ellenanyaggal 12 órán 
keresztül; 50 M C2-ceramiddal 6 órán keresztül [98] vagy 10 g/ml Concanavalin A 
poliklonális aktivátorral 24 órán keresztül. Mosást követően a mintákat 300 l 
hipotóniás fluorokróm oldattal (0.1 % TritonX, 0.1 % nátrium-citrát, 50 g/ml 
propidium-jodid) inkubáltuk 4 órán keresztül 4°C-on.  
A mitokondriális membránpotenciál csökkenését, a kaszpáz aktivitással 
rendelkező sejtek, valamint a szubdiploid sejtek arányát áramlási citometriával 
analizáltuk. 
4.11 Patch clamp technika alkalmazása  
A patch clamp kísérletek előtt a sejteket kétszer mostuk S-ECS (lásd. lejjebb) 
oldattal, majd Petri-csészébe raktuk őket. Korábban leírt standard teljes-sejtes patch 
clamp technikát alkalmaztunk [41]. A pipettákat GC 150 F-15 boroszilikát üveg 
kapillárisokból húztuk (Clark Biomedical Instruments, UK) négy lépésben és tűzzel 
políroztuk, hogy az elektródák 3-5 M  ellenállásúak legyenek a vízfürdőben. Standard 
vízfürdőnek S-ECS oldatot használtunk (145mM nátrium-klorid, 5mM kálium-klorid, 
1mM magnézium-klorid, 2.5mM kálcium-klorid, 5.5 mM glükóz, 10 mM HEPES (pH 
7.35, 305 mOsm). A tertaetil-ammónium (TEA) vízfürdő összetétele 10mM tertaetil-
ammóniumklorid, 135 mM nátrium-klorid, 5 mM kálium-klorid, 1 mM magnézium-
klorid, 2.5 mM kálcium-klorid, 5.5 mM glükóz, 10 mM HEPES (pH 7.35, 305 mOsm) 
volt. A Margatoxint (MgTx) (Alomone Labs) 0.1 mg/ml BSA (Sigma) tartalmú S-ECS 
pufferben oldottuk fel, hogy elkerüljük a toxinok aspecifikus kötődését a cső falához és 
a Petri csészéhez. A mért sejtek körüli perfúziót különböző tesztoldatok alkalmazásával 
értük el, valamint az áramlási turbulencia csökkentésére gravitációs áramlási perfúziós 
beállítást használtunk 6 bemeneti vonallal és PE10 polietilén cső kimenettel. A 
felesleges folyadékot folyamatosan eltávolítottuk. 
A Kv1.3 ioncsatornán keresztüli áram aktivációs kinetikáját egy exponenciális 
függvénnyel jellemeztük a Hodgkin-Huxley (HH) modell szerint (I(t) = Ia  (1-exp(-
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t/ a))4 + C, ahol Ia az aktivációs áram amplitúdója; a az aktivációs idő konstans; C az 
áram amplitúdója -120 mV-on). 
Az ioncsatornán keresztüli áram inaktivációs kinetikájának tanulmányozásához két 
másodperc hosszúságú impulzusokat váltottunk ki -120 mV-tól +40 mV-ig. Az áramok 
hanyatló szakaszához exponenciális függvényt (I (t) = I0 exp (-t/ i) + C, ahol I0 az 
áram amplitúdója; i az inaktivációs idő konstans; C a teljes sejtáram egyensúlyi értéke 
az impulzus végén) illesztettünk, hogy meghatározzuk az inaktivációs kinetikát jól 
jellemző idő konstanst. A teljes sejt vezetőképességét (G (V)) az adott feszültségen az 
áramból (Ip) a teszt feszültségen V és a K+ reverz feszültségből (Er) határoztuk meg a G 
(V) =Ip/ (V-Er) képlet segítségével. A G(V) értékeket a vezetőképesség maximumára 
normalizáltuk és a teszt feszültség függvényeként ábrázoltuk: (GN) = 1/(1+exp [-(V-
V½)/k], ahol V a teszt feszültség; V½ a függvény középpontja; k a függvény 
meredeksége.         
A teljes-sejtes méréseket Axopatch-200 és Axopatch-200A erősítőkkel és Axon 
Instruments Digidata 1440 vagy 1322A adatgyűjtő kártyákkal végeztük. Az adatok 
felvételéhez és értékeléséhez a pClamp10 szoftver csomagot (Molecular Devices, USA) 
használtuk. A Patch-clamp kísérletek Dr. Panyi György (DE, OEC, Biofizikai és 
Sejtbiológiai Intézet, Debrecen) laboratóriumában lettek elvégezve Dr. Hajdú Péter és 
Szilágyi Orsolya közreműködésével. 
  
4.12 Statisztikai analízis 
A csoportok közötti különbségek statisztikai vizsgálatához az ANOVA programot 
használtuk. Az ANOVA on Ranks és a Dunn-módszer alkalmazásával számoltuk ki a 
szignifikancia szinteket, p <0.05 esetén két csoport közötti különbséget szignifikánsnak 
tekintettünk. Ezen kívül az R statisztikai szoftvert használtuk azoknál a vizsgálatoknál, 





5.1 A polarizált Th sejtválasz hátterében álló mechanizmusok  
A munkacsoport által korábban létrehozott és karakterizált egér Th hibridómákon 
vizsgáltuk az eltérő polarizált Th sejtválasz kialakulásában szerepet játszó molekuláris 
mechanizmusokat. 
5.1.1 A polarizált Th effektor sejtvonalak funkcionális tulajdonságai, a 
modellrendszer 
Három Th hibridómát (Th0:2.13; Th1:7.6; Th2:7.5) választottunk ki a további 
vizsgálatok céljára aktiváció-indukált citokin termelésük és génexpressziós profiljuk 
alapján, az előállított hibridóma sejtvonalak közül. Az 1. ábra A-C diagramjai a sejtek 





   
 
 
1. ábra: A Th hibridómák citokin termelése 
A diagramok az ELISA módszerrel meghatározott IL-4 és IFNγ citokin termelés eredményeit 
ábrázolják. A sejteket 5 μg/ml anti-CD3 ellenanyaggal; 5 μg/ml anti-CD3 + LK-35 
mitomycinnel kezelt B sejtvonallal, ami a kostimulációt biztosította és 5 μg/ml Concanavalin A 
aktivátorral stimuláltuk 18 órán keresztül, majd mértük a Th0 (A), Th1 (B) és Th2 (C) 
hibridómák IL-4 (fehér oszlop) és IFNγ (szürke oszlop) termelését. (A citokin termelés 4 
független kísérlet átlag ± SD értékeit mutatja.)  
A TCR receptoron keresztüli Th sejtválasz akkor optimális, ha a sejtek a B7 
család fehérjéin keresztül kapnak kostimulációs (másodlagos) jelet is. Ezért a Th 
hibridómáink effektor válaszát különféle stimulusokkal indukáltuk, úgy, mint a TCR 
keresztkötése anti-CD3 ellenanyaggal; anti-CD3 + kostimuláció metabolikusan 
inaktivált LK-35 B sejttel, vagy Concanavalin A poliklonális aktivátorral. A Th1 (7.6) 
sejtek IL-4 citokint nem, míg IFNγ-t minden esetben termeltek a stimulustól függő 
mértékben. A Th2 (7.5) sejtek nagy mennyiségű IL-4-et, de IFNγ-t egyáltalán nem 
termeltek. A prekurzor Th0 (2.13) sejtek citokin szekréciója csak az anti-CD3 + LK-35 
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stimulus esetében volt detektálható (1.A-C. ábra). A munkacsoport korábban elvégzett 
génexpressziós vizsgálatai (GATA3 és T-bet, melyek szintén a polarizált Th sejtek 
ismert markerei) is a várt eredményt mutatták. A T-bet csak a Th1 (7.6) sejtekben 
expresszálódott, míg a GATA3 mindhárom sejttípusban a stimulustól függetlenül.    
Az eredmények alapján ezek a Th effektor sejtvonalak megfelelő modelljei 
lehetnek a polarizált Th sejtválasz mechanizmusát és szabályozását célzó kísérleteknek. 
Ezt alátámasztja egy másik munkacsoport új keletű munkája, melyben a Th sejt 
polarizáció, effektor funkció és sejthalál adenozin szabályozását tanulmányozták 
ugyanezen hibridómákon [99, 100].  
5.1.2 A Th1 és Th2 effektor sejtek TCR/CD3-közvetített Ca 2+-válaszában mutatkozó 
jellegzetes különbségek 
Korábbi elektrofiziológiai kísérleti eredmények igazolják, hogy a különböző Th 
alpopulációk TCR-közvetített Ca2+-válaszában számos különbség mutatkozik, mint a 
megemelkedett Kca csatorna expresszió a Th1 sejtekben és a gyorsabb kálcium kiürülés 
a Th2 sejtekben [63]. Ezért kvantitatívan vizsgáltuk az anti-CD3 indukált kálcium jelet 
a három Th effektor sejtvonalon áramlási citométer és egy korábban kifejlesztett 
analízis szoftver [95] segítségével. A korábbi adatokkal összhangban a Th1 sejtekben 
magasabb és kitartottabb kálcium választ tapasztaltunk, mint a Th2 és Th0 sejtekben 
(2.A ábra). A sejten belüli összes szabad kálcium ion mennyiségét (görbe alatti terület) 
normalizáltuk a megfelelő ionomycin válaszra (2.B ábra). A lecsengés féléletideje (2.C 
ábra) és a maximális amplitúdó (2.D ábra) szintén a Th1 sejteknél mutatja a 









































2. ábra: A polarizált Th sejtek Ca2+-válasza és a válasz kvantitatív jellemzői 
Az A diagram a Th0 (szürke négyzet), Th1 (szürke rombusz) és a Th2 (szürke háromszög) 
hibridóma sejtek egy reprezentatív kálcium válaszát mutatja anti-CD3 ellenanyag hatására. Az 
alapvonalat a fekete kör, az ionomicyn által kiváltott maximális kálcium jelet a fehér 
háromszög reprezentálja.  A további panelek mutatják a Th0 (fehér oszlop), Th1 (szürke 
oszlop) és Th2 (fekete oszlop) sejtek kálcium válaszainak statisztikailag kiértékelt görbe alatti 
területének (összes szabad Ca2+ ion) (B), lecsengés féléletidejének (C) és maximális 
amplitúdójának (D) értékeit. (Az eredmények 3 független mérés átlag ± SD értékeit mutatják.) 
5.1.3 A polarizált Th effektor sejtek különböző mértékű NFAT1 aktivációt és eltérő 
időtartamú magi lokalizációt mutatnak, mely membrán-raft függő is 
 A T sejt aktiváció során a citoplazmába felszabaduló kálcium a kalmodulin 
fehérjén keresztül aktiválja a kalcineurin foszfatázt, ami képes defoszforilálni az NFAT 
transzkripciós faktort, mely ennek hatására a sejtmagba transzlokálódik és citokin 
termelést indukál. Irodalmi adatok szerint az NFAT mennyisége, valamint magi 
lokalizációjának a hossza, ami eltérő lehet a különböző Th alpopulációkban, határozza 
meg azt, hogy IFN  vagy IL-4 termelődjön [96]. A citokin termelés pedig függ a 
kálcium válasz jellegétől, ami eltérő a polarizált Th alpopulációkban.  
Mindezeket alapul véve, megvizsgáltuk az NFAT1 magba történő 
transzlokációjának mértékét 2.5-15 g/ml anti-CD3 ellenanyaggal stimulálva a sejteket 
a TCR-en keresztül. Habár egy kismértékű koncentrációfüggés megfigyelhető a Th1 és 
Th2 sejtekben, nem tapasztaltunk szignifikáns különbséget a három Th sejt között 5 
g/ml anti-CD3 stimulusnál, ahol már az NFAT1 transzlokáció elérte a maximumát 
(3.A ábra). Ami arra utal, hogy az NFAT1 magba történő transzlokációja során nem a 
mennyisége, annál inkább a tartózkodási ideje lehet meghatározó a polarizált Th sejtek 
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effektor funkciójának különbözőségében. Az időfüggés eredményei alátámasztják ezt a 
feltételezést (15-60 perc TCR stimulus), mivel a Th2 sejtekben az NFAT1 tartózkodási 
ideje a sejtmagban sokkal rövidebb, mint a Th0 és Th1 sejtek esetében. A Th2 sejtekben 
az NFAT1 30 perces anti-CD3 stimulus után elkezd foszforilálódni, melynek 
következtében kikerül a citoplazmába időfüggő módon, szemben a Th1 és Th0 
sejtekkel, ahol a sejtmagban marad még 60 perces aktiváció után is (3.B ábra). A 
transzlokáció folyamatát reprezentálják a konfokális mikroszkópos képek a Th1 
sejtekben különböző időpontokban (3.D-H ábra).  
A lipid raftokat stabilizáló koleszterin kivonása a membránból 10 mM MBCD-vel 
nagymértékben csökkenti az NFAT1 sejtmagba történő transzlokációját mindhárom Th 
alpopulációnál (3.C ábra). Ez arra utal, hogy egy direkt kapcsolat lehet a membrán lipid 


























3. ábra: NFAT1 magba történő transzlokációja a Th sejtekben 
Az A diagram az NFAT1 transzlokációját mutatja különböző erősségű TCR aktiváció (anti-
CD3 koncentráció) hatására. A sejteket 0 (fehér oszlop); 2.5 (világosszürke oszlop); 5 
(sötétszürke oszlop) és 15 g/ml (fekete oszlop) anti-CD3 ellenanyaggal aktiváltuk 30 percig.  
A B diagram az NFAT1 magba történő transzlokációjának időfüggését ábrázolja a Th 
hibridómákban 0 (fehér oszlop); 15 (világosszürke oszlop); 30 (sötétszürke oszlop) és 60 
perces (fekete oszlop) 5 g/ml anti-CD3 stimulációt követően. A koleszterin kivonása a 
membránból MBCD-vel (20 perc, 10 mM) csökkentette az NFAT1 magi lokalizációját (C) 
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(fehér oszlop: kontroll sejtek; szürke oszlop: 5 g/ml anti-CD3-al aktivált kezeletlen sejtek; 
fekete oszlop: MBCD kezelt sejtek).  
Az adatok három független mérés átlag ± SD értékeit mutatják; szignifikancia: p:≤0.05. 
A reprezentatív konfokális mikroszkópos képek az NFAT1 sejten belüli lokalizációját 
illusztrálják a Th1 sejtekben 0 (E); 15 (F); 30 (G) és 60 (H) perces aktiváció után. A DIC 
(differenciál interferencia kontraszt) kép a sejtek morfológiáját mutatja. (D)     
5.1.4 A polarizált T helper kalcium válasz kialakításában a membrán 
mikrokörnyezet tulajdonsága játszik inkább szerepet, mint az ioncsatornák 
expressziója  
Vizsgáltuk a feszültség-függő kálium (Kv1.3) ioncsatornák expresszióját a Th 
hibridómákon, mivel ezen csatornák szerepe lehet a Th alpopulációk kálcium 
válaszában megfigyelt különbségek kialakulásában. Mind a humán, mind az egér 
perifériás Th sejtekről ismert, hogy expresszálnak Kv1.3 kálium ioncsatornát. A három 
hibridóma sejtből kiáramló K+ áramának biofizikai paramétereit az 1. táblázat foglalja 
össze. Az aktivációs időállandót ( a), ami a Kv1.3 csatornák kinyílását jellemzi, rövid 
+50 mV-os depolarizációkkal határoztuk meg, majd a kapott görbékre a Hodgkin-
Huxley modellt alkalmaztuk (lásd 4.11 fejezet). A statisztikai analízis azt mutatja, hogy 
a Th1 sejtekben az aktiváció kinetikája szignifikánsan lassabb (nagyobb a), mint a Th0 
és Th2 sejtekben (ANOVA, p<0.05). Az inaktivációs időállandó ( i) +40 mM 
depolarizációs feszültség mellett 150-200 ms volt mindhárom hibridóma esetében 
(ANOVA, p = 0.214). A teljes sejt kálium áram aktivációjának egyensúlyi paramétereit 
(középpont (V1/2) és a meredekség (k)), melyek a csatorna aktiválódásának membrán 
feszültség függését mutatják, a Boltzmann függvénnyel határoztuk meg (lásd 4.11 
fejezet). A Th alpopulációk V1/2 és k értékei között nem tapasztaltunk szignifikáns 
különbséget (ANOVA, p = 0.214 a k-nál és p = 0.473 a V1/2-nél). 
 
 
1. táblázat: A Th0, Th1, Th2 és humán perifériás sejtek K+ áramának biofizikai paraméterei 
A táblázat összefoglalja a Th0, Th1, Th2 sejteken mért kálium áramok jellemző biofizikai 
paramétereit, így a V1/2, k, i és a értékeket. Referencia értéknek a humán perifériás T sejteken 
Biofizikai 
paraméterek Th0 sejtek Th1 sejtek Th2 sejtek 
Humán 
perifériás    
T sejtek [57]  
V1/2 (mV) -28.7 ± 3.3 (5) -23.5 ± 3.9 (4) -27.6 ± 1.8 (7) -27 ± 1.2 
k (mV) 8.7 ± 0.6 (5) 10.1 ± 0.6 (4) 8.7 ± 0.5 (7) 8.32 ± 0.2 
i (ms) 183.6 ± 10.5 (6) 192.6 ± 10.1 (7) 163.5 ± 10.1 (4) 157 ± 4.5 
a (ms) 0.47± 0.04 (11) 0.88± 0.1 (8)  0.46± 0.01 (8) 0.8± 0.03 
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már korábban egy másik munkacsoport által publikált adatokat használtuk [57]. A zárójelben 
lévő számok a független mérések számára utalnak. 
A Kv ioncsatornák típusának meghatározásához a biofizikai karakterizálás mellett 
farmakológiai módszerekkel is vizsgálatuk a Th hibridómákat specifikus Kv csatorna 
antagonistákat alkalmazva. A tetraetilammónium (TEA, 10 mM) – egy általános kálium 
csatorna inhibítor – gátolta és lassította a teljes sejt kálium áramának C-típusú 
inaktivációját (ami a csatorna extracelluláris részének konformáció változása 
következtében jön létre) a Th2 sejtekben (4.A ábra), ami jelzi, hogy a TEA hatással van 
a csatornákra [101], vagyis ténylegesen K+ csatornák vannak a hibridómákon. A 4.B 
ábrán látható, hogy 50 pM margatoxin, ami a Kv1.3 csatornák specifikus inhibítora 
[102], hatékonyan csökkentette a K+ áram amplitúdóját (margatoxin jelenlétében az 
áram görbe amplitúdója a kontroll 30%-a) a Th2 sejtekben. A Th0 és Th1 sejtekben 
ugyanilyen hatást tapasztaltunk. Mind a farmakológiai, mind a biofizikai eredmények 
azt bizonyítják, hogy a polarizált Th sejtekben feszültség függő Kv1.3 csatornák 
expresszálódnak. Továbbá kiszámítottuk az áramsűrűség értékeket (áramsűrűség = az 
áram +40 mV-on/ a sejt ellenállása) minden hibridóma sejtnél. Ez az érték arányos az 
egységnyi membrán területre eső Kv1.3 csatornák számával, meghatározza az 
„ioncsatorna sűrűséget”. Eredményeink szerint a Th2 sejtek ioncsatornáinak 
áramsűrűsége nagyobb, mint a másik két sejtté: Th2: 808 ± 183 pA/pF; Th1: 377 ± 33 
pA/pF; Th0: 340 ± 33 pA/pF (4.C ábra). A Th1 sejtek magasabb aktivációs időállandója 
( a) lehet az ioncsatornák megváltozott membrán mikrokörnyezetének (pl. a lipid raftok 
















































4. ábra: A Th hibridómák Kv1.3 csatornáinak karakterizálása 
Az A és B diagram a Th2 sejtek K+ áramának reprezentatív farmakológiai karakterisztikáját 
ábrázolja. A Th2 sejtek kálium áramának 10 mM TEA-val történő gátlása látható az A panelen. 
A sejteket -120 mV feszültségen tartottuk, majd +50 mV-ra depolarizáltuk őket 1000 ms-ig 
minden 60. másodpercben. A nyilak mutatják a rögzített áramokat a kontroll oldattal; a 10 mM 
TEA-t tartalmazó oldattal való perfúzió során, valamint a TEA rendszerből való kimosását 
követően. A B panel illusztrálja a Th2 sejtek kálium áramának gátlását 50 pM margatoxinnal. 
A sejteket -120 mV feszültségen tartottuk, majd +50 mV-ra depolarizáltuk őket 15 ms-ig 
minden 30. másodpercben. A nyilak mutatják a rögzített áramokat a kontroll oldattal; az 50 
mM margatoxint tartalmazó oldattal való perfúzió során, valamint a margatoxin rendszerből 
való kimosását követően. A C oszlopdiagramon látható a Th hibridómák K+ áramsűrűsége. A 
sejteket -120 mV feszültségen tartottuk, majd +40 mV-ra depolarizáltuk őket 15 ms-ig minden 
30. másodpercben. Az áramot +40 mV tesztfeszültségen mértük és normalizáltuk a sejtek 
ellenállására, ezzel meghatározva az áramsűrűséget.  
5.1.5 A TCR/CD3 komplex eltérő membrán kompartmentalizációja figyelhető meg a 
polarizált Th effektor sejtekben  
A kálcium válaszban és az NFAT aktivációban tapasztalt különbségekből 
kiindulva megvizsgáltuk a Th hibridómák TCR/CD3 lipid raftok általi 
kompartmentalizációját. A raftokban nagy mennyiségben előforduló GM1/GM3 
gangliozidok jelölésére choleratoxin-B-t, míg a TCR/CD3 komplex festésére anti-CD3 
ellenanyagot használtunk. A Pearson-féle korrelációs index (CI) értékét, mely a 
kolokalizáció mértékét jellemző együttható, a duplán jelölt sejtekről készített képek 
alapján határoztuk meg. A CI~0 a fehérjék közötti kismértékű, míg a CI ≥ 0.5 érték 
nagymértékű kolokalizációra utal. CI=1 megfelel a két szín teljes mértékű átfedésének a 
kép minden pixelében. 
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Az aktivált Th alpopulációk mindegyikében a TCR/CD3 raft lokalizációja 
nagyobb volt, mint a nyugvó sejtekben (5.A-F ábra). A Pearson-féle korrelációs indexek 
a következőek: Th0nyugvó: 0.356 ± 0.04; Th0aktivált: 0.501 ± 0.02; Th1nyugvó: 0.429 ± 0.03; 
Th1aktivált: 0.579 ± 0.03; Th2nyugvó: 0.314 ± 0.03; Th2aktivált: 0.406 ± 0.03. A Th2 
sejtekben a TCR/CD3 raft asszociációja szignifikánsan alacsonyabb volt, mint a Th1 
sejteké (5.G ábra). Továbbá, míg a Th1 és Th0 effektor sejtekben a TCR-közvetített 
aktiváció a T sejt receptor polarizált sejtfelszíni eloszlását eredményezte, addig a Th2 





















5. ábra: A TCR/CD3 komplex kompartmentalizációja a Th hibridómákban 
A konfokális mikroszkópos képek a TCR/CD3 (anti-CD3-Alexa488, zöld) és GM1 
gangliozidok (choleratoxin-B-Alexa 647, piros) kolokalizációját mutatják a nyugvó Th0 (A), 
Th1 (C) and Th2 (E) sejtekben, valamint az aktivált (5 μg/ml ConA) Th0 (B), Th1 (D) and Th2 
(F) sejtekben. Az aktivált sejtek kolokalizációs indexe minden esetben szignifikánsan nagyobb 
volt, mint a nyugvó sejteké (szignifikancia: p: ≤ 0.05). Kiszámítottuk a Pearson-féle 
kolokalizációs indexet a nyugvó (fehér oszlopok) és az aktivált (fekete oszlopok) sejteknél 
egyaránt. A Th1 sejtekben a TCR- GM1 kolokalizáció mértéke szignifikánsan nagyobb (p: ≤ 
0.05), mint a Th2 sejtekben nyugvó és aktivált állapotban egyaránt. A Th1 és Th0 sejtekben a 
TCR mikrodomének nagymértékben polarizálódnak, míg aTh2 sejtek esetében ez nem 
figyelhető meg.    
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5.1.6 A citokinek által indukált sejtpolarizáció hatására a Th sejtek gangliozid és 
membrán koleszterin expressziója és raft-fehérje mintázata megváltozik 
A kálcium válaszban és a TCR/CD3 raft lokalizációban tapasztalt különbségek 
hátterében álló mechanizmusok kiderítése végett vizsgáltuk a T sejt lipid raftok fő 
komponenseinek, nevezetesen a GM1 gangliozid; koleszterin; a CD4 koreceptor; CD3 
valamint a CD48, CD55 és CD59 GPI-horgonyzott fehérjék expressziójának mértékét a 













6. ábra: A Th hibridómák lipid raft asszociált receptorainak expressziója 
A receptor/járulékos molekula expresszióban szignifikáns különbségek mutatkoznak a 
polarizált Th hibridómákban. A diagram a GM1, koleszterin, CD4, CD3, CD55, CD59 és CD48 
molekulák expresszióját mutatja a Th0 (szürke oszlopok), Th1 (fekete oszlopok) és Th2 (fehér 
oszlopok) sejtekben. Az adatok három független mérés átlag ± SD értékeit mutatja. 
(szignifikancia: p≤ 0.05)   
Míg a Th1 és Th2 sejtek GM1 gangliozid szintjében nem tapasztaltunk 
szignifikáns különbséget, addig a differenciálatlan Th0 prekurzor sejtek membránja 
jelentősen kevesebb gangliozidot tartalmazott. A koleszterinszint a Th2 sejtekben 
némileg alacsonyabb, mint a másik két alpopulációban, ami a stabil raftok alacsonyabb 
számát eredményezheti. Mind a Th0, mind a Th2 sejtekben a CD4 expresszió magasabb 
volt, mint a Th1 sejtekben. A prekurzor, valamint Th1 sejteknek nagyobb szükségük 
van a CD4 koreceptor közreműködésére a hatékony TCR-közvetített sejtválasz 
kialakításában, ezt a kapott eredményeink alá is támasztják. A CD3 expresszió a Th2 
sejtekben volt a legmagasabb, míg a CD59 receptor dominánsan a Th1 sejtekben 
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fejeződött ki. A CD48 szintje a Th2 sejtekben kismértékben (nem szignifikáns 
mértékben) megemelkedett.  
A raft-fehérjék expressziós mintázatát primer egér lép CD4+ T sejteken is 
megvizsgáltuk, ellenőrizvén, hogy nem a hibridóma fenotípushoz kapcsolhatók-e a 
tapasztalt lipid- és fehérje-expressziós különbségek a plazmamembránban. Ehhez lépből 
frissen szeparált CD4+ T sejteket aktiváltunk és tenyésztettünk polarizáló citokinek 
környezetében (lásd. 4.3 fejezet) 1 hétig, majd a CD3, CD4, CD59 és GM1 gangliozid 












7. ábra: Th1/Th2 irányba differenciáltatott egér CD4+ lép T sejtek receptor expressziója 
BALB/c eredetű egér lép T sejteket differenciáltattunk IFNγ, IL-12 és anti-IL-4 jelenlétében 
Th1 (fehér oszlopok) irányba, míg IL-4 és anti-IFNγ jelenlétében Th2 (fekete oszlopok) 
irányba, majd megmértük a CD4, CD3, CD59 és a GM1 gangliozid expresszió mértékét. 
Kontrollként frissen szeparált CD4+ T sejteken (világosszürke oszlopok) és anti-CD3-al 
aktivált és anti-IFNγ és anti-IL-4 tartalmú mediumban tenyésztett lép CD4+ T sejteken 
(sötétszürke oszlop) is megvizsgáltuk a receptor expressziót. Az adatok három független mérés 
átlag ± SEM értékeit mutatják.      
A CD4, CD3 és GM1 gangliozid expresszió mértéke csökkent az aktivált 
sejtekben (sötétszürke oszlopok) a frissen izolált lép T limfocitákhoz képest 
(világosszürke oszlopok). A polarizált Th1 (fehér oszlopok) és Th2 (fekete oszlopok) 
sejtekben ezen membrán receptorok expressziója szintén alacsonyabb volt, mint a nem 
polarizált sejtekben, kivéve a CD3 receptort, ahol a Th2 sejtekben kismértékben 
megemelkedett a molekula expressziója. Ezzel szemben a CD59 expresszió mértéke 
megnövekedett a polarizáció következtében dominánsan a Th1 sejtekben. A Th1 és Th2 
sejteket összehasonlítva, megfigyelhető, hogy a CD3 receptor expresszió a Th2 
sejtekben szignifikánsan magasabb, mint a Th1 sejtekben, míg a CD59 expresszió a Th1 
sejtekben magasabb szignifikánsan. Ezek az eredmények megegyeznek a Th 
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hibridómáinkon végzett kísérletek eredményeivel, melyek együttesen alátámasztják azt, 
hogy a Th sejtek citokin-függő differenciációja során a raft-fehérjék expressziója 
különböző mértékű az egyes polarizálódott Th populációkban, aminek szerepe lehet 
ezen sejtek lipid raftok által szabályozott aktivációs folyamataiban mutatkozó 
különbségekben.     
5.1.7 A polarizált Th sejtek, különösképpen a Th1 alpopuláció, jóval érzékenyebbek 
a TCR-közvetített (AICD) sejthalálra, mint a prekurzor Th0 sejtek 
A Th0, Th1 és Th2 sejtek TCR-közvetített aktiváció indukált sejthalál 
érzékenységét három különböző módszerrel vizsgáltuk. A sejthalál indukálására 
subapoptotikus mennyiségű, 15 g/ml anti-CD3 ellenanyagot használtunk. 
A sejthalál korai fázisára jellemző mitokondriális membránpotenciál csökkenését 
4 óra aktiválást követően detektáltuk DIOC6(3) potenciálszenzitív indikátorral (8.B 
ábra). A DIOC6(3) fluoreszcencia csökkenése mutatja a csökkent membránpotenciállal 
rendelkező – apoptotikus – sejtek százalékát (8.A ábra). A kaszpázok aktiválódását D2-
R110 fluorogén kaszpáz szubsztráttal vizsgáltuk 8 óra aktivációt követően (8.D ábra). A 
megnövekedett D2-R110 fluoreszcencia intenzitás mutatja az aktív kaszpázzal 
rendelkező – apoptotikus – sejtek arányát (8.C ábra). Végül az apoptózis terminális 
szakaszára jellemző DNS fragmentálódást propidium-jodiddal detektáltuk 12 óra 
aktivációt követően (8.F ábra). A csökkent propidium-jodid fluoreszcencia intenzitás a 
DNS fragmentálódására utal (8.E ábra). A három hibridómát vizsgálva az apoptózis 
mértéke a Th1 sejtekben minden esetben nagyobb volt, mint a Th2 és Th0 sejtekben. A 
prekurzor Th0 sejtek aktiváció indukált sejthalál érzékenysége bizonyult a legkisebb 
mértékűnek, egyfajta rezisztenciát mutattak. Ezzel szemben a sejthalál más útvonalon 
történő kiváltásakor, úgy, mint 6 óra aktiválás 50 M C2-ceramide-al (a mitokondriális 
sejthalál utat aktiválja) (8.G ábra), vagy 24 óra 10 μg/ml ConA aktiváció (8.H ábra) 
nem tapasztaltunk különbségeket a Th alpopulációk sejthalál érzékenységében, 













































8. ábra: A Th hibridómák aktiváció indukált apoptózis érzékenysége  
A mitokondriális membránpotenciál csökkenését DiOC6(3) potenciál szenzitív festékkel 
mértük 4 óra anti-CD3 (15 μg/ml) aktiváció után (A, B). Az aktív kaszpázzal rendelkező sejtek 
arányát fluorokrómmal konjugált D2-R110 kaszpáz szubsztráttal vizsgáltuk 8 óra aktivációt 
követően (C, D). A DNS fragmentálódás mértékét propidium-jodid festéssel analizáltuk 12 óra 
15 μg/ml anti-CD3 aktiváció után (E, F).  6 óra 50μM ceramide (G) és 24 óra 10 μg/ml 
Concanavalin A (H) stimulust követően a DNS fragmentálódást ugyanilyen módon detektáltuk. 
A fehér oszlopok a kezeletlen sejtek, míg a fekete oszlopok az aktivált sejtek sejthalál 
százalékát reprezentálják. Az A hisztogram a membránpotenciál csökkenését; a C hisztogram 
az aktív kaszpázzal rendelkező sejtek arányát és az E hisztogram a fragmentálódott DNS-t 
tartalmazó szubdiploid sejtek arányát illusztrálja. Az adatok három független mérés átlag ± SD 
értékeit mutatják (szignifikancia: p ≤ 0.05).        
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5.2 A monoklonális AC8 anti-koleszterin ellenanyag antigén-függő T sejt 
aktivációt moduláló hatása 
A munkacsoport korábbi eredményei szerint az AC8 ellenanyag kötődése 
megváltoztatja a vírus bejutásához elengedhetetlen CD4, CXCR4 receptorok sejtfelszíni 
eloszlását, ezzel gátolva a vírus hozzáférését ezen molekulákhoz [84]. Ezek alapján úgy 
gondoltuk, hogy az aktivációban fontos molekulák eloszlására is hatással lehet azok raft 
asszociáltsága miatt. Ezért vizsgáltuk az anti-koleszterin ellenanyag T sejt aktivációra 
kifejtett hatását 2PK3 egér B sejt és IP12-7 egér T sejt szinapszis modellben, a B 
sejteket előkezelve az ellenanyaggal.  
5.2.1 A monoklonális AC8 IgG3 anti-koleszterin ellenanyag kötődik az egér 
antigénprezentáló sejtek felszínéhez, szemben az AC9 IgM ellenanyaggal  
 Az anti-koleszterin ellenanyag hatásának a vizsgálatához először teszteltük, hogy 
a különböző izotípusú ellenanyagok milyen mértékben kötődnek a P388.D1 
makrofágokhoz, a dendritikus sejtekhez, valamint a 2PK3 B sejtekhez.  
Az IgG3 típusú AC8 ellenanyag különböző mértékű spontán kötődést mutatott 
mindhárom sejt felszínéhez (9.A ábra). Korábban kimutatták [103], hogy T és B 
sejtekben az anti-koleszterin ellenanyag specifikus kötődésének hatékonysága növelhető 
limitált proteolítikus emésztéssel (papainnal), lehasítva a hosszú extracelluláris 
fehérjéket, melyek meggátolhatják az ellenanyag hozzáférését a kisméretű sejtfelszíni 
epitóphoz. Az IgG3 izotípusú AC8 ellenanyag ezzel szemben kis méretéből adódóan 
könnyebben hozzáfér a koleszterinben gazdag membrán mikrodoménekhez a fent 
említett sejtek felszínén. Ezzel szemben az IgM AC9 klón, feltehetőleg a nagy mérete 
miatt, nem képes kötődni ezen sejtekhez (19.B ábra) a környező hosszú extracelluláris 
fehérjék sztérikus gátlása miatt. Az eredmények alapján az AC8 klón alkalmas a további 

































9. ábra: AC8 IgG3 és AC9 IgM anti-koleszterin ellenanyag kötődése a P388.D1 
makrofágokhoz, a dendritikus sejtekhez és a 2PK3 B sejtekhez 
Az AC8 IgG3 ellenanyag (A) spontán kötődik a P388.D1 makrofágok, a dendritikus sejtek és a 
2PK3 B sejtek felszínéhez, míg az AC9 IgM (B) ellenanyag nem. A hisztogramokon a vékony 
vonalak az izotípus kontroll és a vastag vonalak az AC8/AC9 ellenanyag kötődését 
reprezentálják. A relatív átlag fluoreszcencia (RMF) értékek az ellenanyag átlag fluoreszcencia 
értékét mutatják normalizálva az adott izotípus kontroll átlag fluoreszcencia intenzitására. A 
hisztogramok három független mérés eredményét illusztrálják. 
5.2.2 A makrofágok és dendritikus sejtek raft-függő antigén felvételét az AC8 
ellenanyag különböző módon befolyásolja 
Az anti-koleszterin ellenanyag antigénprezentáló sejtekre kifejtett hatásának 
vizsgálatához, mellyel közvetetten befolyásolhatják a T sejtek aktiválódását, a sejtek 
fagocitáló képességét tanulmányoztuk. Először megvizsgáltuk a P388.D1 makrofágok 
opszonizált élesztő fagocitózisának folyamatát.  
Az áramlási citometriás diagramokon (10.A-B ábra) és a konfokális mikroszkópos 
képeken (11.A ábra) jól látható, hogy a P388.D1 makrofágok hatékonyan felvették a 
Cell Tracker Green-nel feltöltött, opszonizált élesztőket. Opszonizáció nélkül is 
tapasztaltunk egy kismértékű fagocitózist, aminek a mértéke a friss szérummal történő 














10. ábra: A P388.D1 makrofágok élesztő fagocitózisának áramlási citometriás képe 
Az FSC-SSC (A) dot plot és a hisztogram (B) mutatják a fagocitáló makrofágok 
százalékának meghatározásához alkalmazott kapuzási technikát. Az A ábrán (pontozott 
vonal: makrofágok élesztő nélkül; folytonos vonal: makrofágok élesztő jelenlétében) az R1 
gate jelöli a P388.D1 makrofágokat, a B ábrán az M1 marker pedig az élesztőt fagocitált 
sejteket.  
A reprezentatív konfokális mikroszkópos képeken látható, hogy a P388.D1 sejtek 
előkezelése az AC8 ellenanyaggal (11.C ábra) nagymértékben fokozta az élesztő sejtek 
fagocitózisát (a fagocitáló sejtek százalékát és a felvett partikulumok számát egyaránt) a 





11. ábra: A P388.D1 makrofágok élesztő fagocitózisának konfokális mikroszkópos képe 
Reprezentatív konfokális mikroszkópos képek a kezeletlen (A), az mIgG3 izotípus kontrollal 
(B) és AC8 ellenanyaggal kezelt (C) makrofágok Cell Tracker Green-nel jelölt élesztő 
fagocitózisát illusztrálják 60 perces inkubálás után. 
A koleszterin kivonása a makrofágok membránjából 5-15 mM MBCD-vel, vagy a 
kortikális aktin citoszkeleton destabilizálása 5 μM Latruncullin B-vel nagymértékben 
csökkentette az élesztők fagocitózisának a mértékét (12. ábra), tehát a koleszterinben 
gazdag lipid raftok és a kortikális aktin integritásának esszenciális szerepe van a 






















12. ábra: A lipid raftok és az aktin citoszkeleton integritásának szerepe aP388.D1 
makrofágok fagocitózisában 
A diagram a makrofágok relatív fagocitózis hatékonyságát ábrázolja 37°C-on; 0°C-on; 37°C 
opszonizálás nélküli élesztők esetén; 5 mM MBCD kezelés után; 10 mM MBCD kezelés 
után; 15 mM MBCD kezelés után és 5 M Latrunculin B-vel történő kezelést követően. Az 
adatok három független mérés átlag ± SD értékeit mutatják. 
A 13. ábra foglalja össze a relatív fagocitózis hatékonyság áramlási citometriás 
eredményei alapján készített statisztikai analízist, melyen jól látható, hogy az AC8 
ellenanyaggal előkezelt P388.D1 makrofágok szignifikánsan hatékonyabban képesek 










13. ábra: Az AC8 hatása a P388.D1 makrofágok relatív fagocitózis hatékonyságára  
Az oszlopdiagram a kontroll, IgG3 izotípus kontrollal előkezelt, az AC8 teljes ellenanyaggal 
és AC8 Fab ellenanyaggal előkezelt makrofágok áramlási citométerrel mért relatív fagociózis 
hatékonyságát ábrázolják. A relatív fagocitózis hatékonyságának meghatározásához a 
fagocitáló makrofágok százalékát a 37°C-on opszonizált élesztőket fagocitáló sejtek 
százalékával normalizáltuk, amit 100%-nak tekintettünk. Az adatok három független mérés 
átlag ± SD értékeit mutatják. (szignifikancia * p≤ 0.05; ** p≤0.001) 
Az AC8 anti-koleszterin ellenanyag makrofágok fagocitózisára gyakorolt hatása 
mellett megvizsgáltuk egy másik típusú antigénprezentáló sejt, a csontvelőből 
differenciáltatott DC OVA-immunkomplex felvételére kifejtett hatását is. A széles 
körben alkalmazott modell antigén, az OVA (ovalbumin) immunkomplex-et képez az 
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OVA-specifikus IgG-vel, amit az éretlen dendritikus sejtek, mint professzionális 
fagociták képesek felvenni. 
A DC-ket csontvelőből differenciáltattuk az éretlen állapot eléréséig, majd FITC-el 
konjugált OVA-immunkomplex-el inkubáltuk 30 percig (optimális idő), melynek 
felvételét áramlási citométerrel és konfokális mikroszkóppal tanulmányoztuk. A 
mintákban a sejtek túlnyomó többsége éretlen volt, de egy kisszámú (CD11b+/MHC-
IIhigh) érett DC is előfordult a preparátumokban (14.A ábra), mely sejtek nem 












14. ábra: A csontvelőből differenciáltatott DC-k OVA-immunkomplex fagocitózisának 
áramlási citometriás képe 
A DC minták MHC-IIneg, MHC-IIlow and MHC-IIhigh populációkat tartalmaznak (A), melyek 
közül az érett, MHCIIhigh sejtek (jobb felső kvadráns) nem veszik fel az immunkomplexet (B, 
bal felső kvadráns). A C ábrán látható a fagocitózis hatékonyság meghatározásához használt 
kapuzási módszer, ahol M1 marker az immunkomplexet felvett sejteket jelöli.    
Az eredmények azt mutatják, hogy az éretlen DC-k OVA-immunkomplex felvétele lipid 
raft-függő folyamat. A koleszterin kivonása a sejtek membránjából 15 mM MBCD-vel 
nagymértékben csökkenti a sejtek OVA-immunkomplex felvételét (15.E ábra). Ugyanez 
a csökkenés tapasztalható az Fc receptorok K9.361 IgG2a anti-FcγR ellenanyaggal 
történő blokkolása (15.F ábra) esetén is összehasonlítva a kontroll mintákkal (15.A-B 
ábra) [104]. Mind az áramlási citométerrel, mind pedig a konfokális mikroszkóppal 
végzett mérések eredményei alátámasztják ezt a hatást. 
 A dendritikus sejtek előkezelése AC8 anti-koleszterin ellenanyaggal nem 






















15. ábra: A DC-k OVA-immunkomplex felvételének konfokális mikroszkópos képe 
A reprezentatív konfokális mikroszkópos képek a DC-k OVA-immunkomplex felvételét 
mutatják 0 perc 37°C (A) és 30 perc 37°C (B) inkubálás után, valamint a DC-k IgG3 izotípus 
kontrollal (C), AC8 ellenanyaggal (D), 15 mM MBCD-vel (E) és FcR blokkoló 
ellenanyaggal (F) való előkezelését követően.  
Az áramlási citométerrel végzett kísérletek statisztikai analízise megerősíti ezt a 












16. ábra: A DC-k relatív fagocitózis hatékonysága 
A DC-k relatív fagocita hatékonyságának mértékét az IgM, AC8, FcR blokkolás és 15 mM 
MBCD kezelést követően az áramlási citometriás adatok alapján számítottuk ki, minden 
értéket a kezeletlen mintákhoz viszonyítva, amit 100%-nak vettünk. Az adatok három 
független mérés átlag ± SEM értékeit mutatják. 
5.2.3 Az AC8 ellenanyag B sejtekhez kötődve megváltoztatja az  MHC-II és CD80 
kostimulátor molekulák,  valamint a lipid raftok sejtfelszíni eloszlását 
A következőekben megvizsgáltuk, hogy az AC8 anti-koleszterin ellenanyag 
kötődése a 2PK3 B sejtek felszínéhez, hogyan befolyásolja a T sejtek aktiválásában 
kulcsfontosságú MHC-II és B7-1/CD80 kostimulátor molekulák és a gangliozidok 
laterális membrán eloszlását a B sejtek felszínén. Ehhez először teszteltük, hogy az AC8 
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kötődése a sejtekhez befolyásolja-e a vizsgált molekulák detektálására alkalmazott 
ellenanyagok specifikus kötődését. A 17. ábrán látható, hogy a sejtek előkezelése az 
anti-koleszterin ellenanyaggal nincs hatással egyik ellenanyag (anti-B7-1, anti-MHC-II, 









17. ábra: A 2PK3 B sejtek B7-1, gangliozid (CTX-B) és MHC-II expressziója 
Az AC8 kötődése a 2PK3 B sejtekhez nem befolyásolja a B7-1/CD80 (A) és MHC-II (B) 
ellenes ellenanyagok, valamint a CTX-B (gangliozidok ellen) kötődését a sejthez. A 
hisztogramokon a teli fekete hisztogram a sejtek autofluoreszcenciáját; a folytonos vonal az 
ellenanyagok kötődését a kezeletlen sejtekhez; a pontozott vonal az ellenanyagok kötődését 
az AC8 izotípus kontrollal kezelt sejtekhez és a szaggatott vonal az ellenanyagok kötődését 
az AC8 kezelt sejtekhez illusztrálja.   
Konfokális mikroszkóppal megvizsgáltuk, hogy az AC8 anti-koleszterin 
ellenanyaggal előkezelt B sejtek felszínén milyen a vizsgált molekulák sejtfelszíni 
eloszlása a kezeletlen sejtekhez képest. A 18.A-F ábra az MHC-II, B7-1 (CD80) és 
GM1 gangliozid (CTX-B) sejfelszíni intenzitás eloszlását ábrázolja a kezeletlen (18.A 
ábra: B7-1; 18.B ábra: CTX-B; 18.C ábra: MHC-II) és az AC8-al előkezelt (18.D ábra: 
B7-1; 18.E ábra: CTX-B; 18.F ábra: MHC-II) B sejtekben. A kezeletlen sejtekben a 
molekulák diszkrét „foltos” eloszlást mutatnak a plazma membránban, ami arra utal, 
hogy ezek a molekulák kis membrán mikrodoménekben lokalizálódnak, ami megfelel 
az irodalmi adatoknak [105-107]. Az AC8 ellenanyag kötődése a sejthez a kisméretű 
raftok egyesülését idézi elő, ahogy a sejtfelszíni intenzitás ábrán is jól látható (nyilak). 
Továbbá analizáltuk a három molekula kolokalizációjának mértékét a Pearson-féle 
kolokalizációs koefficienssel a kezeletlen és kezelt sejtekben egyaránt (18.G ábra). Az 
AC8 ellenanyag szignifikánsan megnövelte az MHC-II-B7-1 kolokalizációt (p<0.01), 
míg ezen molekulák raft asszociáltsága (CTX-MHC-II és CTX-B7-1 kolokalizáció) 
változatlan maradt. Az eredmények arra utalnak, hogy az AC8 anti-koleszterin 
ellenanyag a koleszterinben gazdag mikrodoméneket képes keresztkötni inkább, mint 



























18. ábra: A kezeletlen és AC8 kezelt 2PK3 B sejtek MHC-II, B7-1 és GM1 gangliozid (CTX-
B) molekuláinak sejtfelszíni intenzitás eloszlása és kolokalizációja 
Az AC8 ellenanyag kötődése a B sejtekhez megváltoztatja az MHC-II, B7-1 és GM1 
gangliozid (CTX-B) eloszlását a plazma membránban. Az A (B7-1), B (CTX-B) és C (MHC-
II) diagramok a kezeletlen sejtek felszínén a molekulák intenzitás eloszlását ábrázolják. Az 
AC8 ellenanyag kötődése megnövelte a klaszterek méretét mindhárom molekula (D-F) 
esetén. Továbbá a B sejtek előkezekése AC8 ellenanyaggal szignifikánsan megnövelte a B7-
1-MHC-II kolokalizáció mértékét (G). A Pearson-féle kolokalizációs koefficiensek három 
független mérés átlag ± SD értékeit mutatják.   
5.2.4 A B sejtek előkezelése AC8 ellenanyaggal hatással van az antigén prezentáció 
során bekövetkező T sejt aktivációra  
A továbbiakban megvizsgáltuk, hogy a B sejtek AC8 ellenanyaggal való 
előkezelése hogyan befolyásolja a T sejtek B sejtek által kiváltott aktivációs 
folyamatait. Ennek tanulmányozására vizsgáltuk a T sejtek néhány korai (Erk tirozin 
foszforiláció, Ca2+ válasz) és késői (CD69 expresszió, NFAT magba történő 
transzlokációja) aktivációs markerét.  
Az általunk alkalmazott IP12-7 (T sejt) - 2PK3 (B sejt) szinapszis modell 
rendszerben a B sejt előkezelése az anti-koleszterin ellenanyaggal nem változtatta meg a 


















19. ábra: Az AC8 ellenanyag hatása az IP12-7 T sejtek és 2PK3 B sejtek között kialakuló 
szinapszisra 
A diagram a kialakuló szinapszisok gyakoriságát mutatja T sejt + peptid nélküli B sejt 
(világosszürke oszlop); T sejt + peptiddel feltöltött B sejt (fehér oszlop); T sejt + peptiddel 
feltöltött és IgG3 izotípus kontrollal kezelt B sejt (sötétszürke oszlop), valamint T sejt és 
peptiddel feltöltött és AC8 ellenanyaggal kezelt B sejt (fekete oszlop) között. A szinapszis 
gyakoriságának a meghatározásához a szinapszist képző T sejtek számát viszonyítottuk az 
összes T sejt számához ≥ 200 sejtet megszámolva. Az adatok három független mérés átlag ± 
SD értékeit ábrázolják.  
Vizsgáltuk a T sejtek B sejtek által indukált Ca2+-válaszát is. A B sejtek 
előkezelése az AC8 anti-koleszterin ellenanyaggal hatással volt a T sejtek aktivációjára. 
A kálcium válasz amplitúdója (20.A ábra) és a görbe alatti terület nagysága (20.B ábra) 
egyaránt szignifikánsan megnőtt az AC8 ellenanyaggal előkezelt B sejtek által kiváltott 










20. ábra: Az IP12-7 T sejtek 2PK3 B sejtek által kiváltott kálcium válasza és a válasz görbe 
alatti területe 
Az A diagram reprezentálja a T sejtek peptid nélküli B sejt (fekete kör); IgG3 izotípus 
kontrollal kezelt B sejt (fehér kör); AC8 ellenanyaggal kezelt B sejt (fehér és fekete 
háromszög) és ionomycin (fekete négyzet) által kiváltott kálcium válaszát. A kálcium válasz 
görbe alatti területének (Area under curve, AU) meghatározásához, minden esetben az adott 
területet normalizáltuk a megfelelő ionomycin görbe alatti területhez. A B diagram 
illusztrálja a T sejtek kálcium válaszának görbe alatti területét peptid nélküli B sejttel 
(világosszürke oszlop); IgG3 izotípus kontrollal előkezelt B sejttel (sötétszürke oszlop) és 
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AC8 ellenanyaggal előkezelt B sejttel (fekete oszlop) történő aktiváció után. Az adatok 
három független mérés átlag ± SD értékeit ábrázolják. (szignifikancia p ≤ 0.05)    
A T sejtek aktivációja során bekövetkező Erk tirozin foszforilációjában nem 















21. ábra: Az IP12-7 T sejtek 2PK3 B sejtek által indukált Erk tirozin foszforilációja 
Áramlási citométerrel vizsgáltuk a T sejtek Erk tirozin foszforilációját peptid nélküli B 
sejtekkel (világosszürke oszlop); peptiddel feltöltött B sejtekkel (fehér oszlop); IgG3 izotípus 
kontrollal kezelt B sejtekkel (sötétszürke oszlop) és AC8 ellenanyaggal kezelt B sejtekkel 
(fekete oszlop) való aktivációt követően. Az adatok három független mérés átlag ± SD 
értékeit reprezentálják. 
A T sejtek kálcium válaszához hasonlóan az NFAT1 transzlokáció mértékére is 
hatással volt a B sejtek előkezelése az AC8 anti-koleszterin ellenanyaggal. Az IP12-7 T 
sejtekben vizsgáltuk konfokális mikroszkóppal az NFAT1 magba történő 
transzlokációját a 2PK3 B sejtekkel történő 30 perces aktivációt követően. Az AC8 
ellenanyaggal előkezelt B sejtek hatására szignifikánsan megnőtt az NFAT magi 




































22. ábra: NFAT1 transzlokáció az IP12-7 T sejtekben 
Konfokális mikroszkóppal vizsgáltuk az NFAT1 magba történő transzlokációjának a 
mértékét (A diagram) a T sejtekben peptid nélküli B sejtekkel (világosszürke oszlop); 
peptiddel feltöltött B sejtekkel (fehér oszlop); IgG3 izotípus kontrollal előkezelt B sejtekkel 
(sötétszürke oszlop) és AC8 ellenanyaggal előkezelt B sejtekkel (fekete oszlop) való 
aktivációt követően. Az adatok három független mérés átlag ± SD értékeit mutatják. 
(szignifikancia p≤ 0.05) 
A reprezentatív konfokális mikroszkópos képek az NFAT1 transzlokáció mértékét 
illusztrálják a T sejtekben (C: peptid nélküli B-sejt hatására; D: IgG3 izotípus kontrollal 
kezelt B sejt hatására; E: AC8 ellenanyaggal kezelt B sejt hatására). A DIC kép a sejtek 
morfológiáját mutatja.   
A T sejtek aktivációja során bekövetkező CD69 expresszióban nem tapasztaltunk 












23. ábra: Az IP12-7 sejtek CD69 expressziója 
Áramlási citométerrel vizsgáltuk a T sejtek CD69 expresszióját peptid nélküli B sejtekkel 
(világosszürke oszlop); peptiddel feltöltött B sejtekkel (fehér oszlop); IgG3 izotípus 
kontrollal kezelt B sejtekkel (sötétszürke oszlop) és AC8 ellenanyaggal kezelt B sejtekkel 




A munkacsoport által előállított AC8 anti-koleszterin ellenanyag képes az APC-k 
(P388.D1 makrofág és csontvelői eredetű DC) felszínéhez kötődni és a makrofágok 
fagocitózis hatékonyságát szignifikánsan fokozni, míg a DC-k OVA-immunkomplex 
felvételére nincs hatással. Továbbá a 2PK3 B sejtek anti-koleszterin ellenanyaggal való 
előkezelése fokozta az MHC-II és B7-1 molekulák kolokalizációját. Továbbá a B sejtek 
AC8 ellenanyaggal történő előkezelése növelte az antigén prezentáció hatására 
bekövetkező Ca2+-választ és az NFAT transzlokáció mértékét a T sejtekben.  
5.3 A nanocsövek képződésének molekuláris háttere a limfocitákban 
Az utóbbi években számos immunsejtről bebizonyították, hogy fiziológiás 
körülmények között képesek nanocsövek képzésére. A sejtkontaktus időtartama 
meghatározó a nanocsövek kialakulásában, pl. a T sejtek között 4 percnél hosszabb 
kapcsolat szükséges a nanocső formálódásához [88]. Ez az idő szükséges azon 
sejtközötti kapcsolatok kialakulásához, melyek biztosítják a két sejt szétválásakor a 
sejtfelszíni membrán kihúzásához szükséges erőt. Számos idő-függő molekuláris 
folyamat hozzájárulhat ehhez az erőhöz: (I). fehérje-fehérje kölcsönhatások, mint pl. 
ahogy a szelektin-közvetített kapcsolatok a gördülő leukociták és endotél sejtek között 
membrán „köteleket” képeznek [108]; (II) sejtfelszín részleges endocitózisa egy másik 
sejt által pl. az NK sejtek immunológiai szinapszisában [109]; (III) kismértékű 
membrán fúziók pl. a citotoxikus T sejtek immunszinapszisában [110].  
A nanocső képződés kritikus faktorai, szabályozása és a kommunikációs 
mechanizmus pontos részletei azonban máig nem ismertek, ezért vizsgáltuk a limfociták 
– T és B sejtek – nanocső képződésének molekuláris mechanizmusát.   
5.3.1 A limfociták spontán képeznek nanocsöveket fiziológiás körülmények között 
A limfociták nanocsőképződésének tanulmányozásához először az optimális 
környezetet kellett biztosítani a sejtek számára. Ehhez a sejttenyésztő kamrát 
fibronectinnel fedtük be, ami a szöveti környezetet imitálja, ezzel elősegítve a sejtek 
mozgását. Mivel a nanocsőképződés aktív membrán átrendeződéssel járó folyamat, 
ezért a hőmérsékletnek is kulcsfontosságú szerepe van. Azt tapasztaltuk, hogy 22-25 
°C-on (szobahőmérsékleten) sem a B sejtek (34.A-B ábra) sem a T sejtek (35.A-B ábra) 
nem képeznek nanocsöveket. Ezzel szemben 37°C-on, a membrán fázisátalakulási 
hőmérséklete felett a sejtek sokkal mozgékonyabbnak bizonyultak és mind a B (34.C-D 
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ábra), mind a T (35.C-D ábra) sejteknek kb. a 15-20%-a képezett 700-1200 nm 


















34. ábra: Nanocső képződés az A20 B sejtek között 
A konfokális mikroszkópos képek a nanocsőképződést illusztrálják különböző körülmények 
között. Jól látszik, hogy a sejtek 25°C-on nem képeznek nanocsöveket (A, B), míg 37°C-on a 
sejtek kb. 15-20%-a képez nanocsövet (C, D). Az A és C DIC (differenciál interferencia 
kontraszt) képek a sejtek morfológiáját mutatják. A sejtek membránját Alexa 488 festékkel 





















35. ábra: Nanocső képződés a Jurákat T sejtek között 
A konfokális mikroszkópos képek a nanocső képződést illusztrálják különböző körülmények 
között. Jól látszik, hogy a sejtek 25°C-on nem képeznek nanocsöveket (A, B), míg 37°C-on a 
sejtek kb. 15-20%-a képez nanocsövet (C, D). Az A és C DIC (differenciál interferencia 
kontraszt) képek a sejtek morfológiáját mutatják. A sejtek membránját Alexa 488 festékkel 
konjugált CTX-B-vel festettük meg (B, D zöld). 
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5.3.2 A nanocső képződés függ a B sejtek differenciáltsági/érési állapotától 
A továbbiakban megvizsgáltuk, hogy a sejtek érési állapota befolyásolja-e a 
nanocsövek képződésének gyakoriságát. Ehhez érett (A20), éretlen (38C13), inaktív 
Burkitt limfóma (BL41) és aktív Burkitt limfóma (BJAB) B sejteken végeztük el a 
kísérleteket. Azt tapasztaltuk, hogy az éretlen B sejteknek csak nagyon kis százaléka 
(~1%) képez nanocsöveket szemben az érett sejtekkel, ahol a sejteknek kb. a 20%-a. Az 
inaktív Burkitt limfóma B sejtek szintén kevés nanocsövet képeztek. Az aktív Burkitt 
limfóma B sejteknek is csak kis százalékánál figyeltünk meg nanocsöveket (4-5%) (36. 

















36. ábra: A különböző érési stádiumú B sejtek nanocső képzésének gyakorisága 
A diagram az érett, éretlen, inaktív Burkitt limfóma és aktív Burkitt limfóma B sejtek 
nanocső képzésének gyakoriságát mutatja. A nanocsövet képző sejtek számát az 
összsejtszámhoz viszonyítottuk, így meghatározva a nanocsőképződés gyakoriságát. Az 
adatok három független mérés átlag ± SD értékét mutatják. 
5.3.3 A nanocső képződés függ a membrán lipid raftok és a kortikális aktin 
citoszkeleton integritásától 
A nanocsövek membrán kitüremkedések a sejt felszínén. Megvizsgáltuk, hogy a 
lipid raftoknak, valamint a kortikális aktin citoszkeletonnak milyen szerepe van a B 
sejtek nanocső formálásában. Irodalmi adatok szerint a T sejtek előkezelése MBCD-vel 
(koleszterin kivonása a membránból) és Latrunculin B-vel (aktin polimerizálódás 
gátlása) csökkenti a sejtek nanocső képződésének gyakoriságát. 
A lipid raftok szerepének tanulmányozásához a B sejteket (A20) különböző 
koncentrációjú (10-50 mM) MBCD-vel kezeltük. A kontroll sejtekhez képest, 
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melyeknek kb. 15-20%-a képez nanocsöveket, az MBCD-vel előkezelt sejteknél a 
nanocső képződés gyakorisága koncentrációfüggő módon csökkent (37. ábra). Ez arra 
enged következtetni, hogy a raftok integritása elengedhetetlen a nanocsövek 


























37. ábra: Az MBCD hatása az A20 érett B sejtek nanocső képződésére 
Az A diagram a kontroll, valamint a 10 mM; 25 mM és 50 mM MBCD-vel kezelt A20 B 
sejtek nanocső képződés gyakoriságát ábrázolja. Az adatok három független mérés átlag ± 
SD értékeit mutatják. A B konfokális mikroszkópos kép 25 mM MBCD-vel kezelt sejtek 
nanocső képződését illusztrálja. A sejtek egyik felét CTX-B-Alexa 488 (zöld) a másik felét 
CTX-B-Alexa 647 (piros) festékkel jelöltük. 
A membrán viszkozitás szerepének vizsgálatához a sejteket 30 és 120 M 
linolsavval kezeltük, mely fluidizálja a membránt, ezáltal a membrán rigiditása 
csökken (38. ábra). A kontroll sejtekhez képest a linolsavval kezelt sejtek nanocső 
képződése megnőtt. Mivel a fluidizált membránban a visszahúzó erők nagysága 




















38. ábra: A membránfluidizáció hatása az A20 érett B sejtek nanocső képződésére 
Az A diagram a 30 és 120 M linolsavval kezelt A20 B sejtek nanocső képződésének 
gyakoriságát ábrázolja. Az adatok három független mérés átlag ± SD értékeit mutatják. A B 
konfokális mikroszkópos kép a 30 M, a C kép a 120 M linolsavval kezelt sejtek nanocső 
képződését illusztrálja. A sejtek membránját CTX-B-Alexa 488 (zöld) festékkel jelöltük. 
A kortikális aktin citoszkeleton szerepének vizsgálatához a B sejteket (A20) 
aktin polimerizációt gátló 25 M Latrunculin B-vel vagy 20 M Cytochalasin D-vel 
kezeltük. A kontroll sejtekhez (15-20%) képest a kezelt sejtek nanocső képződés 
gyakorisága mindkét gátlószer hatására nagymértékben (~5%) lecsökkent (39. ábra). 
Az eredmények alapján elmondható, hogy a kortikális aktin citoszkeleton integritása 


































39. ábra: A Latrunculin B és Cytochalasin D hatása az A20 érett B sejtek nanocső 
képződésére 
Az A diagram a kontroll, valamint 25 M Latrunculin B-vel és 20 M Cytochalasin D-vel 
kezelt A20 B sejtek nanocső képződés gyakoriságát ábrázolja. Az adatok három független 
mérés átlag ± SD értékeit mutatják. A B konfokális mikroszkópos kép a 25 M Latrunculin 
B-vel, míg a C a 20 M Cytochalasin D-vel kezelt sejtek nanocső képződését illusztrálja. A 
sejtek egyik felét CTX-B-Alexa 488 (zöld) a másik felét CTX-B-Alexa 647 (piros) festékkel 
jelöltük.     
5.3.4 Az aktivált sejtek több nanocsövet képeznek, mint a nyugvó sejtek 
Továbbiakban megvizsgáltuk, hogy az aktiválás milyen módon befolyásolja a 
sejtek nanocső képzését. 
A B sejteket (A20) 10 g/ml LPS-sel aktiválva azt tapasztaltuk, hogy a sejtek 
























40. ábra: LPS-sel aktivált A20 B sejtek nanocső képzése 
A konfokális mikroszkópos kép a 10 g/ml LPS-sel aktivált A20 B sejtek nanocső képzési 
gyakoriságát illusztrálja. A fehér nyilak mutatják a nanocsöveket és elágazásokat. A sejtek 
egyik felét CTX-B-Alexa 488 (zöld) a másik felét CTX-B-Alexa 647 (piros) festékkel 
jelöltük. 
Az aktivált B sejtek nanocső képzési gyakoriságát statisztikailag elemezve elmondható, 
hogy az aktivált B sejteknél a nanocsövek gyakorisága kb. kétszer nagyobb (a sejtek 
40%-a), mint a nyugvó sejteknél (a sejtek 20%-a) (41.A ábra). Továbbá azt tapasztaltuk, 
hogy az aktivált B sejteknél kb. kétszer több elágazó nanocső figyelhető meg, mint a 














41. ábra: Az LPS-sel aktivált A20 B sejtek nanocső képződés és elágazás gyakorisága 
Az A diagram a kontroll és 10 g/ml LPS-sel aktivált A20 B sejtek nanocső képződésének, 
míg a B diagram a nanocső elágazásának gyakoriságát ábrázolja. Az adatok három független 
mérés átlag ± SD értékeit mutatják. 
A B sejtek mellett aktivált T sejtek nanocső képzését is vizsgáltuk. Ehhez egér lép 
T sejteket aktiváltunk 10 g/ml Concanavalin A-val. Azt tapasztaltuk, hogy az aktivált 
T sejtek hosszú kötélszerű nanocsöveket képeztek, melyek mentén a sejtek füzérszerűen 
csoportosultak (42.A-B ábra). A nanocsövek tartalmaztak gangliozidot, amit a CTX-B 















42. ábra: Concanavalin A-val aktivált egér lép T sejtek nanocső képzése 
A konfokális mikroszkópos képek a 10 mg/ml Concanavalin A-val aktivált egér lép T sejtek 
nanocső képződését illusztrálják. A Fehér nyilak mutatják a kialakult hosszú kötélszerű 
képződményeket. A B képen egy nagyított részlet látható, ahol jól látszik a CTX-B-Alexa 




A Th sejtek polarizációja egy komplex, citokin környezettől függő, többlépcsős 
folyamat. A citokinek, valamint a transzkripciós faktorok, melyek részt vesznek a Th1 
és Th2 irányú differenciálódásban, már régóta ismertek [45]. Ezzel szemben a celluláris 
és humorális immunválaszban fontos szerepet játszó polarizált Th sejtfunkciók 
molekuláris háttere pontos részleteiben máig nem ismert. A munkacsoport által 
korábban létrehozott és citokin termelés, valamint gén expresszió alapján karakterizált 
egér Th0, Th1 és Th2 hibridómákon vizsgáltuk a Th sejtek eltérő citokin válaszának 
hátterében álló molekuláris mechanizmusokat, elsősorban a plazmamembrán 
mikrodomének szerepére koncentrálva.   
Azonos aktivációs szignál hatására a Th1 sejtekben nagyobb amplitúdójú és 
kitartottabb Ca2+-válasz figyelhető meg, mint a Th2 sejtekben. A sejten belüli Ca2+-szint 
emelkedése az NFAT transzkripciós faktor magba történő lokalizációját eredményezi, 
ami a citokin gének aktiválódásának kulcsfontosságú szabályozó molekulája a 
limfocitákban [55, 56]. Eredményeink azt mutatják, míg a magba transzlokálódó 
NFAT1 mennyiségében nincs különbség a Th0, Th1 és Th2 sejtek között, addig az 
NFAT1 tartózkodási ideje a magban a Th2 sejtekben a legkisebb, ami alátámasztja a 
kalcium válaszban kapott gyorsabb lecsengést. Továbbá a lipid raftokat stabilizáló 
koleszterin kivonása a membránból szignifikánsan csökkentette az NFAT1 magba 
történő transzlokációját. A Th1 és Th2 sejtek különböző membrán szerveződése 
eredményezheti az NFAT transzlokációban és ennek következtében a citokin 
termelésben mutatkozó különbségeket. 
 A Th1 és Th2 sejtek különböző lipid raft szerveződése a Kv1.3 ioncsatornák 
funkciójában is megmutatkozhat. Ezen csatornák hozzájárulnak a T sejt aktiváció során 
a kitartott Ca2+ válaszhoz. Eredményeink szerint a Kv1.3 ioncsatornán keresztüli 
áramsűrűség a Th2 sejtekben nagyobb, mint a Th1 sejtekben, ezzel szemben a Ca2+- 
válasz az utóbbi sejtben nagyobb mértékű. Kimutatták, hogy a Kv1.3 ioncsatorna 
működése függ a membrán koleszterin tartalmától [57], valamint az ioncsatorna 
immunológiai szinapszisba történő toborzása jellegzetes lipid raft szerkezetet követel 
meg [111]. Ezek az új adatok magyarázhatják a mi eredményeinkben kapott 
ellentmondást is, vagyis a kisebb csatorna sűrűség, de nagyobb funkcionális aktivitás a 
Th1 sejtekben eredményezheti a polarizált Th alpopulációk Ca2+-válasz kinetikájában 
kapott különbségeket. A Th1 és Th2 sejtek Ca2+-válaszának Trpm4 nátrium csatorna 
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közvetített membrán depolarizáció általi eltérő szabályozása [62] szintén hozzájárulhat 
a polarizált Th sejtek eltérő kalcium válaszához. Továbbá a STIM és Orai kalcium 
csatornák immunológiai szinapszisba történő különböző mértékű felhalmozódása a T 
sejt aktiváció során [112] magyarázhatja a különbségeket. 
A naív sejtekből az effektor T sejtekké differenciálódás során szignifikánsan 
megnő a plazma membrán gangliozid  szintje és a de novo szfingolipid bioszintézis 
mértéke [28]. Ez a különbség megmutatkozott a GM1 gangliozid szintben a prekurzor 
fenotípusú Th0 valamint a differenciálódott Th1 és Th2 hibridóma sejtjeink között. A 
Th1 és Th2 sejt populáció membrán lipid rendezettségében is különbségek mutatkoznak 
[64]. Eredményeink számos ponton alátámasztják a Th1 és Th2 sejtek plazma membrán 
lipid raftjainak különbözőségét. Aktiváció hatására megnő a TCR lipid raft lokalizációja 
mindkét sejttípus esetében, ellenben ezen TCR domének térbeli polarizációja csak a 
Th1 sejtekben figyelhető meg. Továbbá a polarizált Th sejtek különböző lipid raft és 
GPI-horgonyzott járulékos molekulákat (CD48, CD59) expresszálnak. A sejteket Th1 
irányba differenciáltatva 1 hétig a megfelelő citokin környezetben megnő a CD59 
exresszió, míg a Th2 sejtek több CD48 fehérjét expresszálnak a membrán raft 
doménjeikben, mint a Th1 sejtek. Ezen GPI-kapcsolt membrán fehérjék megváltozott 
expressziós mintázata hatással lehet a polarizált Th alpopulációk effektor funkcióiban 
tapasztalt különbségekre. A CD48 (Blast-1) molekula a CD2-SLAM fehérje család 
tagja, míg a CD59 (protectin) a komplement rendszer aktiválódása során kialakuló 
membránkárosító komplex (MAC) inhibítora, valamint képes szabályozni az 
immunválaszt a komplement rendszetől független módon is [113]. Mindkét molekula 
expresszálódik az emberekben és egerekben, továbbá kostimulátor ligandumként és 
receptorként részt vesznek a T sejt aktivációban. Egyrészt az anti-CD59 ellenanyag 
fokozza a kalcium választ és az IL-2 szekréciót [114], másrészt a vírus specifikus T sejt 
válasz szignifikánsan nő CD59 deficiens egerekben [113] és a CD59 gátlása növeli a 
tumor specifikus T sejt választ [115]. A Fas (CD95) és a CD59 receptorok keresztkötése 
gátolja az apoptotikus jeleket, míg a Fas és CD28 keresztkötése erősíti, ami arra utal, 
hogy a CD28 és CD59 különböző mikrodoménekbe lokalizálódnak [116]. A CD48 a 
2B4 (SLAM fehérje család) ligandumaként a citotoxikus effektor funkciókra van 
hatással, továbbá a CD48 stimulálása jelátviteli faktorok lipid raftba történő toborzását 
indukálja [117]. A CD59 receptorral szemben a CD48 fehérjéről kimutatták, hogy az 
immobilizált TCR/CD3 komplexhez asszociálódik [118]. A CD59 a vírusok és tumorok 
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elleni [119], míg a CD48 a Th2 immunválasz közvetített betegségek elleni terápiák új 
potenciális célpontjai lehetnek [120, 121].  
A polarizált Th sejtek apoptózis érzékenységét vizsgálva, a sejthalál mértéke jól 
korrelált a TCR stimulus erősségével. A polarizált Th1 sejtek érzékenyebbnek 
bizonyultak a TCR receptoron keresztül indukált sejthalálra, mint a Th2 sejtek. A 
prekurzor Th0 sejtek egyfajta rezisztenciát mutattak az ezen a módon kiváltott 
apoptózisra. Ezzel szemben a három Th alpopuláció TCR-Fas-független apoptózis 
érzékenységében nem mutatkozott különbség. A kapott eredmények megfelelnek a 
feltételezett modellnek, ami szerint a Th1 és Th2 sejthalál különböző módon 
szabályozott, CD59-kaszpáz úton (Th1 sejtek) illetve Grb-függő módon (Th2 sejtek) 
[122].  
Eredményeink alátámasztják a feltevésünket, miszerint a különböző membrán 
mikrodomén mintázat/összetétel, a különböző TCR/CD3 és ioncsatorna membrán 
kompartmentalizáció (különböző Ca2+-válasz és NFAT magi tartózkodási idő) 
különböző citokin gének aktiválódását eredményezik, tehát a polarizált Th sejtválasz 
kialakulásában meghatározó szerepük van. Annak a megismerése, hogy a polarizáló 
citokinek hogyan hatnak a génekre és a fehérje expressziós szintekre még további 
kísérleteket igényel. 
 
A membránban nagy mennyiségben megtalálható koleszterin a lipid raftok 
stabilizálása mellett még számos szempontból egy kulcsfontosságú molekula.  A 
természetben minden egészséges szervezetben termelődnek IgM és IgG típusú 
koleszterin ellenes ellenanyagok, melyek szerepe még nem tisztázott. Munkacsoportunk 
a korábban létrehozott IgG3 típusú ellenanyagról kimutatta, hogy az anti-koleszterin 
ellenanyaggal történő előkezelése a célsejteknek a raftok keresztkötése révén 
megváltoztatja a vírus bejutásához elengedhetetlen CD4, CXCR4 receptorok sejtfelszíni 
eloszlását, ezzel gátolva a vírus hozzáférését ezen molekulákhoz [84]. A saját és 
irodalmi adatokat alapul véve vizsgáltuk ezen ellenanyag (az antigén prezentáló sejteket 
előkezelve) T sejt aktivációban betöltött lehetséges szabályozó szerepét. 
Az IgG3 típusú AC8 anti-koleszterin ellenanyag képes spontán kötődni egér 
makrofágok (P388.D1), egér csontvelőből differenciáltatott DC-k és egér B sejtek 
(2PK3) felszínéhez, szemben az IgM típusú elenanyaggal. A természetben előforduló 
koleszterin ellenes ellenanyagok közül valószínűsíthető, hogy főleg az IgG típusú 
ellenanyagok képesek kötődni és ezáltal szabályozni az immunrendszer sejtjeit. 
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Az egér makrofágok (P388.D1) előkezelése az AC8 ellenanyaggal szignifikánsan 
fokozta az élesztő fagocitózist, ami a fagocitáló sejtek százalékának és a fagocitált 
partikulumok számának növekedésében egyaránt megmutatkozott. Valamint a hatékony 
fagocitózishoz elengedhetetlen a lipid raftok és a kortikális aktin citoszkeleton 
integritása (MBCD és Latrunculin B előkezelés csökkentette a fagocitózist). Ezzel 
szemben az egér csontvelőből differenciáltatott DC-k OVA-immunkomplex 
felvételének hatékonyságát az AC8 előkezelés nem befolyásolta. Ellenben az 
immunkomplex felvétel ebben az esetben is raft függőnek és az Fc receptor blokkolásra 
érzékeny folyamatnak bizonyult. Az éretlen DC-k expresszálják mindhárom Fcγ 
receptort, amik részt vesznek a fagocita aktivációban [123], ezért kis immunkomplexek, 
amik nem tartalmaznak komplement faktorokat (mint az OVA-immunkomplex), 
felvétele az éretlen DC-k által várhatóan FcγR-függő. Ehhez a fajta antigén felvételhez 
valójában nem szükséges fagoszóma kialakulása/érése, az antigén internalizálása 
receptor közvetített endocitózissal történik pl. az FcγRII (CD32) receptoron keresztül 
[124]. Irodalmi adatok szerint az Fcγ receptorok a ligandumukkal történő keresztkötés 
hatására lipid raft asszociálttá válnak, ami a ligandumok hatékony felvételét 
eredményezi [125, 126]. Ez részben magyarázhatja az éretlen DC-k koleszterin-függő 
OVA-immunkomplex felvételét. 
A B sejteket előkezelve AC8 anti-koleszterin ellenanyaggal megváltozik az 
MHC-II, B7-1 kostimulátor molekulák és a GM1 gangliozid sejfelszíni eloszlása, a 
kezelés után a molekulás sokkal „foltosabb” eloszlást mutatnak és nagyobb klaszterek 
figyelhetők meg. Ez arra utal, hogy ezen molekulák kisméretű membrán 
mikrodoménekben lokalizálódnak, ami megegyezik az irodalmi adatokkal [105-107]. 
Továbbá az AC8 előkezelés nagymértékben fokozza az MHC-II és B7-1 molekulák 
kolokalizációját, míg a receptorok raft asszociáltságára nincs hatással. Ez arra utal, hogy 
az AC8 ellenanyag nagyobb valószínűséggel a koleszterinben gazdag mikrodoméneket 
köti keresztbe, nem pedig közvetlen magukat a fehérjéket. Ezt alátámasztják az áramlási 
citometriás mérési eredmények, amik jól mutatják, hogy az AC8 előkezelés nem 
változtatja meg az MHC-II és B7-1 ellenes epitóp specifikus ellenanyagok kötődését. 
TCR és MHC-függő B7-1 klaszterek alakulnak ki DC-Th sejt szinapszisokban, amik 
dinamikus kostimulátor középpontot biztosítanak az antigén-függő T sejt aktiváció 
során [127]. Az AC8 anti-koleszterin ellenanyag kötődésének a B limfóma APC-hez 
hasonló hatása van, mint a Th sejteknek az APC-re. 
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Az AC8 ellenanyaggal előkezelt APC T sejt aktivációra kifejtett hatását vizsgálva 
azt tapasztaltuk, hogy az ellenanyag nem befolyásolta a kialakuló B sejt-T sejt 
szinapszisok gyakoriságát. Ezzel szemben a T sejtek Ca2+-válaszát és az NFAT1 
aktiválódást pozitívan befolyásolta. Másrészről az Erk foszforilációnak és a CD69 
aktivációs antigén expressziójának a mértékére nem volt hatással, habár a CD69 
expressziójáról kimutatták, hogy független at NFAT aktiválódástól [128]. Az 
eredmények alapján arra lehet következtetni, hogy az AC8 ellenanyaggal előkezelt APC 
a T sejt aktivációs folyamatokat különböző mértékben képes befolyásolni. A nagyobb 
méretű MHC-II és B7-1 klaszterek – amik az AC8 ellenanyaggal előkezelt APC-k 
hatására alakulnak ki – az immunológiai szinapszisban képesek optimalizálni a 
kostimulációs hatásokat a T sejt aktiváció során [129].  
 
Az immunsejtek közötti membrán nanocső képződés a sejtek közötti 
kommunikáció kb. egy évtizede ismert új formája, sokféle sejtalkotó, baktérium képes 
transzportálódni rajuk keresztül. A limfociták 15-20%-a fiziológiás körülmények között 
(37°C, fibronektin) képez spontán nanocsöveket. A B sejtek nanocső képződése függ a 
sejtek érettségi/differenciáltsági állapotától, a membrán viszkozitásától, valamint a 
plazma membrán lipid raftok és a kortikális aktin citoszkeleton intaktsága 
nélkülözhetetlen a nanocsőképződéshez. Az aktivált limfociták nagyobb százaléka 
képez nanocsövet, a B sejteknél ezek a membrán kitüremkedések elágazóbbak, a T 
sejtek hosszú kötélszerű csöveket képeznek, melyre a sejtek füzérszerűen kapcsolódnak. 
A nanocsövek kiindulási pontjában jellemzően gangliozid feldúsulás volt 
megfigyelhető. Ezen képződmények in vivo szerepe még máig nem tisztázott, de a 
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A koleszterinben gazdag lipid tutajok limfocita fejlődésben, homeosztázisban és 
aktivációban betöltött kulcsfontosságú szerepét számos irodalmi adat alátámasztja, 
mégis vannak olyan folyamatok, melyben a lipid raftok szerepének pontos részletei 
molekuláris szinten máig nem ismertek. 
A Th sejtpolarizáció egy komplex, citokin környezettől függő, többlépcsős 
folyamat, melynek hátterében álló molekuláris mechanizmusok nem ismertek teljes 
mértékben. A Th1 sejtekben azonos aktivációs szignál hatására nagyobb amplitúdójú és 
kitartottabb Ca2+-választ és hosszabb ideig tartó NFAT1 magi lokalizációt figyeltünk 
meg, ami eredményezheti a polarizált Th sejtek citokin termelésében mutatkozó 
különbségeket. Ennek egyik oka lehet a polarizált Th1 és Th2 sejtek különböző 
membrán szerveződése. A Kv1.3 feszültségfüggő ioncsatornát vizsgálva, ami hozzájárul 
a kitartott Ca2+-válasz kialakulásához, azt tapasztaltuk, hogy a Th2 sejteknél a csatonán 
keresztüli ionok áramsűrűsége nagyobb, mint a Th1 sejteknél. Ez ellentmond a Ca2+-
mérés eredményeinek. Mivel az ioncsatorna immunológiai szinapszisba történő 
toborzása lipid raft függő, a polarizált sejtek különböző membrán szerveződése 
magyarázhatja ezt az ellentmondásos eredményt. Továbbá a polarizált Th sejtek 
különböző lipid raft és GPI-horgonyzott járulékos molekulákat (CD48, CD59) 
expresszálnak, valamint a naív sejtekből az effektor T sejtekké differenciálódás során 
szignifikánsan megnő a plazma membrán gangliozid szintje. A polarizált sejtek 
apoptózis érzékenységét vizsgálva azt tapasztaltuk, hogy a Th1 sejtek érzékenyebbek az 
AICD-re. Az eredményekből jól látszik, hogy a különböző mikrodomén 
mintázat/összetétel, az aktivációs folyamatokban kulcsfontosságú molekulák különböző 
membrán kompartmentalizációja befolyásolja a Th sejtpolarizáció kimenetelét.  
A munkacsoport által korábban létrehozott, a klaszteresedett koleszterinhez 
kötődő IgG3 típusú AC8 anti-koleszterin ellenanyag szabályozó szerepét vizsgálva, azt 
tapasztaltuk, hogy az ellenanyag képes pozitívan befolyásolni a sejtes immunválasz 
több alapvető folyamatát, mint pl. a makrofágok fagocitózisát, továbbá – mintegy 
összekapcsolva a természetes és adaptív immunválaszt – a T sejtek felé irányuló antigén 
prezentációt. Az IgG típusú anti-koleszterin ellenanyagok immunsejtekre kifejtett 
szabályozó szerepének hátterében álló mechanizmusok megismerése hasznos lehet a 
vírusfertőzéseket és a sejtes immunválaszt célzó új terápiás konstrukciók 
kidolgozásában.  
Végül, de nem utolsó sorban a limfociták nanocső képződésének körülményeit 
vizsgálva, azt tapasztaltuk, hogy a membrán lipid raftoknak itt is kulcsfontosságú 
szerepe van. A raftok integritásának a megléte, valamint a gangliozid feldúsulások a 
nanocsövek kiindulási pontjaiban arra utalnak, hogy a lipid tutajok aktívan részt 
vesznek a nanocső képzésben, esetleg molekulák nanocsöveken keresztüli 
transzportjában. 
A kísérleti eredményeink jól tükrözik, hogy a koleszterinben gazdag lipid raftok 
milyen széles körben jelen vannak és részt vesznek az immunfolyamatokat meghatározó 
molekuláris folyamatok szabályozásában. Ezáltal lehetséges szerepüknek minél több 
immunfolyamatban való megismerése fontos feladat, mivel számos betegségben (pl. 




The key role of cholesterol-rich lipid rafts in lymphocyte development, 
homeostasis and activation is supported by numerous articles in the literature, however 
there are many processes, where the distinct roles of the lipid rafts at molecular level are 
still unknown. 
Polarization of Th cells is a complex, cytokine environment-dependent and 
presumably multistep process. Much less is known about the molecular level and 
signaling background of the polarized Th cell functions. We detected to the same 
activation stimuli higher and more sustained Ca2+-response and longer nuclear residence 
of NFAT1 in Th1 cells, which could be responsible for the differences in the cytokine 
production of the polarized Th cells. The different membrane organization of Th1 and 
Th2 cells can also cause these differences. Differences in the lipid raft organization of 
the Th1 and Th2 cells may also be reflected in the function of ion channels, such as 
Kv1.3. This channel type significantly contributes to the sustained phase of the Ca2+-
signal upon T cell activation. Although the Kv1.3 current density is greater in Th2 cells 
than in Th1, the magnitude of the Ca2+ signal is larger in the latter cell type. This 
apparent controversy may be resolved by recent findings that the recruitment of Kv1.3 
channels into the immunological synapse is lipid raft-dependent. In addition the 
polarized Th cells display differential raft lipid and GPI-linked accessory protein 
(CD48, CD59) expression and during the transition from naive to effector T cells the 
plasma membrane ganglioside  level significantly enhances. Polarized Th1 cells proved 
to be more sensitive to AICD. Our results clearly show, that the different microdomain 
pattern/composition and the different membrane compartmentalization of the key 
signaling molecules can determine the outcome of Th cell polarization.  
The new IgG3 type AC8 anti-cholesterol antibody (prepared in our lab), which 
reacts with clustered cholesterol, can positively modulate some elementary processes of 
the cellular immune response, such as phagocytosis by macrophages or, as a link 
between innate and adaptive immune responses, the antigen presentation to Th cells. 
Understanding the mechanism of these modulatory effects of IgG3 type anti-cholesterol 
antobodies on immune cells may also be helpful to design novel constructs for therapy 
of viral infections or for targeted modulation of cellular immune response. 
Last but not least, investigation of the lymphocyte nanotube formation confirms 
that membrane lipid rafts also have important role in this process. The integrity of the 
membrane rafts and the ganglioside accumulations in the initiation points of the 
nanotubes suggest, that lipid rafts participate in the nanotube formation and also in the 
transport of molecules through these membrane tethers.  
Our results clearly show that the cholesterol-rich lipid rafts are widely present and 
participate in the molecular regulation of the immune processes. Therefore, it is very 
important to know the role of lipid rafts in more immune pathways, because they could 
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